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Introducción 


El autor, tras los 
experimentos de 
donacíân con los gatos 
Fortuna), H* III y IV 



Darja Sübbier con el gato 
Asm ar Khan 



Davíd GoodselL gráfico 
molecular, se tonftesa 
practi cante de yoga y 
visionário de nanobío- 
tecnologfa 



[Nadie lee las introducclones largas! Así pues, cor¬ 
to: iPor qué se origlnó este libro? 

De la curíosidad y entusiasmo. Ya cuando era 
un joven, leia todo lo que el mundo me aportaba. 
Hoy, como científico, la biotecnologia es para mí 
sobre todo el tema más excitante, pues [trata de 
nosotros y de nuestro futuro! ^Qué puede ser más 
excitante? 

De la adicción a todo el saber. Al leer determino 
que “sólo sé, que no se nada”, como difo Sócrates. 
Me hubiera gustado ser un erudito universal, 
como fueron algunos científicos dei Renacimieiito. 
Pero esto es actualmente dei todo imposible. Con¬ 
seguir tener una visíón general sobre un tema, es 
ahora aún razonabiemente viable. Pero para ello 
se necesita el trabajo en comtin con investigadores 
especialistas en temas próximos, Al comprender 
esto, me uní dos exitosos "Ollvers": Oliver Kayser 
de Berlín (ahora en Groningen] y Oliver Ullrich 
de Hamburgo. Ambos cubren una vasta área dei 
eonocimiento, leyeron todo el libro e hideron 
grandes contríbuciones. [Gradas! Cuando el tema 
era complejo, he consultado a vários expertos y he 
comprimido sus opiniones (a menudo muy resumi¬ 
das) en Cuadros. Los nombres de estos expertos se 


encuentran en la página VL Les estoy agradecido 
de todo corazóo. [Espero no olvidar a nadiel 

De la pereza. Desde hace diez anos enseno Bio¬ 
tecnologia analítica y Üuímica en Hong kong. Mis 
estudiantes de Qufmica chinos no saben casi nada 
sobre fabricación de cerveza, enzimas de detergen¬ 
tes, D NA, bactérias comedoras de aceite, “arroz 
dorado”, GloFish@, infarto de miocardio o dei pro- 
yecto dei genoma humano. Así, mis seminários 
tendían a consumir mucho tiempo en desviaciones 
hacia temas biotecnológícos. La propuesta de una 
bibliografia de 88 íibros no era útil. [Los estudian¬ 
tes querfan tener un solo libro! Ahora puedo decir- 
les: “[Comprad y leed mi libro, que cubre todo lo 
que necesitas saber!" 

De la diversión. “La creatividad lo es todo", difo 
Picasso, Convertir este nuevo tipo de libro de texto 
en un realidad con la ayuda de Darja Sübbier, que 
para mí es la mejor “artista bio-gráfica” de Alema- 
nia, fue una enorme diversión. Todas mis ideas -a 
veces espontâneas o ínmaduras- se consolidaron y 
transformaron en maravillosos gráficos, Cualquier 
otra artista gráfica se habría perdido con mi desor¬ 
dem jGracias, Daschal 

Que David Goodsell en La Jolla hubiera contribuído 
ai libro con sus estupendos gráficos moleculares, fue 
para mi un suefio, que se hizo realidad. Como me 
aburrió el recuento de los átomos de carbono dei 
taxol, Francesco Bennardo de Italia ie dio un empu- 
jón y por arte de magia en una noche creó los mode¬ 
los espaciales de las moléculas más importantes. 
[Todo esto ha sido una gigantesca diversión! 

De la adicdófi a imágenes. En Asia se representa 
tradicionalmente todo de forma ilustrada. Durante 
una búsqueda de imágenes en Google me embria- 
garon las figuras de Biotecnologia. La editorial en 
principio se aterrorizó al ver cómo a partir el “blam 
co dei bonito libro de texto en dos colores" se con- 
virtía gradualmente en una explosión de color. 
[Apenas han quedado algunas zonas blancas! 


X 




Un problema fue conseguir los derechos de tantas 
ilustraciones, Sin embargo, casi todos los propieta- 
rios de los derechos reacclonaron positivamente, 
La editorial-Ringier me cedió generosamente 
todos los derechos de la anterior editorial-Urania 
en leipzigen mí primer libro “BIo-Horizonte”. 

El virus dei escritor de libros ha interaccionado 
con ei iector en jefe de la Urania, Bernd Scheiba: 
“íQuien escribe, se queda!* 

Algunas empresas, como la GBF Braunschweig, 
la Koche Penzberg, Degussa, la red Transgen y 
Bioseguridad han dado el visto bueno a docenas 
de imágenes, mi servidor ha disfrutado con mails 
de 10-Megabites. Larry Wadsworth de Texas me 
ha mandado fotos de todos los animales donados. 
Si olvídé citar o conseguir a alguien como autor 
de Ias imágenes, por favor ínformadme. jNo fue 
debido a un enfado! 

El Iector notará seguramente también mis pro- 
pias fotografias: gatos, aves, ranas, delfmes, 
comidas y bebidas, China y Japón -todo se foto- 
grafió para ser utilizado en el libro de Biotecno¬ 
logia. Espero que a usted no le moleste verme a 
mi en mis experimentos en lugar de a un modelo 
profesionai. 

De la fúria de la comunkadón. No habia nada 
más maravilloso que sentarse por la mariana, con 
una taza de café, frente a una vista dei mar de 
China Meridional, abrir el ordenador portátil y 
mirar los mensajes que me habían enviado por Ia 
noche. Encontraba algunas noticias importantes 
sobre biotecnologia, otras no tanto, o recibía nue- 
vos disenos que me envíaba Dascha desde Berlim 
Definitivamente viajaron diez mil correos de aqui 
para allá, sy todo el tiempo fue como en Navidad! 
Gradas, Internet, sin ti el libro no se habría crea- 
do. jMe siento en una Isla subtropical, presiono 
algunos botones y en Alemania aparece un her- 
moso libro! Julio Verne estaria impresionado. 


iCMén tuvo Ia idea? Fue Merlet Behncke-Braun- 
beck quien me prometió convertir mis ideas en un 
libro de texto. Esta altamente motivadora, efectiva 
y ai mismo tiempo encantador equipo de conferen- 
ciantes con Imme Techentm-Bauer, Barbei Hácker 
y Ute Kreutzer a veces en voz baja evadieron segu¬ 
ramente, si debia cambiar de lugar o “ampliar” de 
nuevo durante la noche un capítulo entero, aunque 
siempre reconfortaron maravillosamente mi espal¬ 
da y la de Dascha. j Gradas, queridas damas! 

;Cómo se puede utilizar este libro? 

Como una introducdón para estudiantes de 
institutos y universidades, para profesores, perio¬ 
distas o simplemente para petsonas interesadas en 
la Biotecnologia, 

Como libro de texto para estudiantes. Se pue¬ 
de estudiar sistemáticamente todos los capítulos e 
intentar responder a las ocho preguntas que se 
encuentran al final de cada capítulo. 

Para encontrar experiendas: El libro se puede 
hojear rápidamente, y espero que se sienta sufiden- 
temente intrigado e inspirado para buscar más infor- 
mación en otros libros especializados o en Internet. 

Como libro de referencia: Puede ser el punto 
de partida para resolver una duda sobre biotecno¬ 
logia. Luego el Iector puede buscar más informa- 
ción en Internet o en libros especializados. 

*Sí esto va bien? A algunos colegas se les puede 
torcer sus narites. [EI libro es un experimento! 
Odío los libros aburridos: los árboles han muerto 
en vano por eilos. 


Me alegro de cualquier comentário de usuários de 
este libro. 

Mãndenme un mail a: chrenneb@ust.hk 
Reinhard Renneberg, 



OElver Uliríeh con Ltn 
ratân norma I liam ado 
OlIJe... 



Oliver Kaysercon su 
hijo y su hlja 



Historia de la 
Biotecnologia: 
Francesto Bennardo 
disfrutando de un 
producto de la fermen- 
tacion [flecha roja), 
porsu efèctofue 
suspendido en ias 
prácticas de orgânica. 
Francesco fuma hoy 
en díadelante dei 
ordenador y modela 
moléculas. 
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Fig. 14 Fabricación de cerve¬ 
za en Egipto hace 4400 anos. 



Fig. 1.2 Estatui fias de muje- 
res haciendo pan hace 6000 
anos. 


é* a - 



Fig. 1.3 Levaduras en un 
dibujo de Leuwenhoek 
(arriba) y hajo un moderno 
microscopio electrónico de 
barrido; clara mente Se ven 
bs brotes de las células hi)as. 



Ftg. 1.4 Fábrica de cerveza 
en la Edad Media. 


■ 1 . 1 . Al principio fue la cerveza 
y el vino: la leche materna de 
la civilización 

Ya hace 6000 a 8000 anos los sumerios en Mesopo- 
tamla, el pedazo de tierra entre los rios Éufrates y 
Tigris (hoy Irak), dominaron el arte de la prepara¬ 
ción de la cerveza. De los cereales germinados pro- 
dujeron una bebida nutritiva, duradera y embriaga¬ 
dora. Para eilo humedecfan cebada o trigo Emmer, 
una antigua forma dei trigo, y llevaban el cereal a la 
germinadón. En una tabla pintada sumeria, el 
Monument Bleu dei Louvre en Parts, dei tercer 
milênio antes de nuestro tiempo, se representan ias 
conchas con Emmer para la preparación de cerve¬ 
za. De los cereales germinados, Ia malta, se prepa- 
raba entonces el pan de cerveza, se desmenuzaba y 
se mezdaba con agua. Con un colador trenzado de 
mímbre se separaba ei líquido dei residuo y se deja- 
ba en toneles cerrados. Muy pronto aumentaban en 
los recipientes las burbujas de gas y el liquido empe- 
zaba a fermentar. 

Dei jugo dulce se originaba, en condiciones anaeró- 
bicas mediante fermentadón, una bebida alcohó- 
Hca, la cerveza. 

Una parte dei grano germinado se secaba a! sol 
-esto corresponde al actual secadero-y se mantenía 
como mercancia duradera para tiempos sin cereales 
frescos. La cerveza babilónica tenía un sabor ligera- 
mente agrio, que provenfa de una fermentadón 
láctica paralela escurrida. Con el ácido láctico 
aumentaba esencíalmente la durabilidad de la cer¬ 
veza, porque en medio ácido muchos microbios no 
pueden prosperar, En los climas calurosos de Orien¬ 
te esto era de gran importância, pues con ello se 
encontraba disponíble una mezcla higiénicamente 
perfecta para disfrutar de ella. 

El alcohol es azticar fermentado, un producto final 
dei metabolismo de las levaduras. Un 2 o 
3 % de alcohol cambia la permeabilidad (fluidez) de 
la membrana citoplasmática de las bactérias e inhibe 
con ello su credmiento, En los climas caiurosos de 
Oriente, ei medio de fermentadón ínhibídor de 
microbios es una ventajosa, sl no decisiva, cualidad 
higiénica. Gradas a la agricultura la población credo 
enormemente. El agua potable limpia resultó de 
repente un problema, como también sucedió en el 
siglo XiX en Europa. Recordemos también las imáge- 
nes actuales de los rituales sagrados en el Canges. 
Las heces animales y humanas contaminan y ensu- 
dan incluso hoy el agua potable. iEl agua impura 
puede ser altamente peligrosa! Los productos de la 
fermentadón, cerveza, vino y vinagre, estaban, sin 
embargo, exentos de gérmenes peligrosos. Incluso 
se podia preparar con agua potable ligeramente 


sucia, porque no sóio el alcohol sino también los áci¬ 
dos orgânicos ínhibfan a los patógenos existentes. El 
agua no calmo, pues, la sed de nuestros antepasados, 
sino la cerveza, el vinoy el vinagre. Eilos fueron, por 
así decirlo, la “leche materna de la civilización’'. La 
biotecnologia más antigua dei mundo era nutritiva, 
estimulante y también segura -un avance revolucio¬ 
nário, que debió ser sencillamente favorable. 

También los egipcios prepararon cerveza. Una anti¬ 
gua pintura de la pared de un santuario egípcio de 
hace 4400 anos muestra el proceso de fabricación 
dei producto (Fig. Li). 

Los egipcios ya sabían que la fermentadón empeza- 
ba más rápido si se utilizaban de nuevo los restos de 
una cerveza próspera. Las cervezas egípcias eran 
principalmente oscuras; se preparaban de panes de 
cerveza tostados. Àlgunas tenían un contenido de 
alcohol dei 12 al 15 %. Los egipcios descubrieron 
también la botella de cerveza: en la edificadón de 
una pirâmide se repartia cerveza en jarras en el lugar 
de Ia construcdón. 

Los celtas y los germânicos prefirieron el aguamiel, 
una cerveza ácida, que se guardaba en recipientes 
de hasta 500 litros a unos 10 °C bajo tierra y se mez¬ 
claba con miei. Sin embargo, primero se desarrolló 
la fabricación de cerveza como un arte, coando los 
monjes asumíeron el tema en el siglo VI. Agradece¬ 
mos al lema líquida non fragunt ieunum (“el líqui¬ 
do no viola la regia de ayuno”) la especial fuerza y 
contenido de alcohol de las cervezas fuertes. 

La paiabra “bier” (en alemán cerveza) se debió obte- 
ner de los antiguos sajones bere, o sea cebada. Los 
fabricantes de cerveza prósperos dei pasado no 
podían saber, por supuesto, que la fermentadón era 
causada por seres vivos, las levaduras. 

Fue Antonie vau Leeuwenhoek (1632-1723] 
quien vio las primeras bactérias (cuadro LI), y con 
su microscopio de una lente también fue el prlmer 
ser humano que encontro perlas amarillas de leva- 
dura en una muestra de cerveza (Fig. L3). En los 
tiempos de Leeuwenhoek se utilizaban ya levaduras 
de forma concentrada y purificada, tanto para la 
cocción dei pan como para la fabricación de cerve¬ 
za y la preparación dei vino. 

■ i .2 Las levaduras son los burros de 
carga de la fermentadón alcohõlica 

Las levaduras se cuentan entre los hongos [fimgf), 
en concreto pertenecen a la clase de los hongos con 
micelio tabícado ( Ascomycetes }), el tipo más abun¬ 
dante de la dasíficación de los hongos. 

En contraste con las bactérias procariotas, los euca- 
riotas (dei griego karyon, núcleo) tienen una estrnc- 
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Cuadroi.i Historia de 
la biotecnologia: Leeuwenhoek 



Antonie var Leeuwenhoektrabajando con su 
miaoscopío de una lente; eon él ampliaba 
unas 200 veces. 

u Teníamos un movimiento muy fume y 
rápido ante nosotros, y díspar aba n en ei 
liquido como sí fu ese un humo espeso a tra¬ 
vés dei agua. Estos seres vivos eran muy 
pocos en número. El segundo tipo tenfa 
una forma como en B. Éstos glraban frecuen- 
temente en círculos y tomaban entonces 
un movimiento como en C y D. Existían en 
grupos mucho mayores en número, Al tercer 
tipo no le pude dar una forma, porque por 
un lado parecían como un óvalo y por otro 
lado como un círculo. Eran tan pequenos 
que no tos podia ver más grandes que como 
en la Hg. E y por ello zumbaban tan rápida¬ 
mente en ta confusión, que era como tener 
un gran enjambre de moscas o mosquitos 
ante ml, 

Eran tan numerosos, como granos de arena, 
que creí ver míl en la mezcla de agua, o tam- 
bién en la saliva (dísminuye con la matéria 
mencionada), aunque habfa conseguido Ja 
muestra entre los dientes incisivos y las mue- 
las. Principalmente constaba la matéria de 
una cantidad de estructuras en forma de 
paio de longitudes muy diferentes y en cam¬ 
bio dei mísmo grosor, que se doblaban en 
ângulo, otras rectas, como en la Fig. F, que 
se disponían desordenadas en la confusión.* 
(Fuente: Paul de Kruif, Cazadores de micró¬ 
bios, 1940.) 

Con esta observación microscópica de su 
placa dental, un científico autodidacta, el 
mercader Sr. Antonie vau Leeuwenhoek 
(IÓ32-1 723 ), abrió en la pequena ciudad 
holandesa de Delft un nuevo mundo a ia 
humanidad. Fue la primera persona que vlo 
bactérias y las díbujó. Todo ello empezó 
cuando Leeuwenhoek observo de un fabri¬ 
cante de gafas en un mercado anual el arte 
de un puiidor de lentes. Con obseslón hasta 


la locura, empezó a puhr lentes de cristal 
cada vez más gruesas, hasta que alcanzó con 
su arte aumentos de 200 veces en el micros- 
copio. Durante horas le pudo cautivar, ba]o 
su mícroscopio de una lente, convertír un 
fino pelo de ove]a en una gruesa soga. 


J‘j as = > 



Ei primer dibujo de bactérias por Leeuwenhoek. 
Del publicista científico britânico Brían E Ford se 
analizó una imagen a través dei mícroscopio de 
Leeuwenhoek. íLeeuwenhoek en realfdad pudo 
verespirilos (Fig. G)! 

Un dia, Leeuwenhoek tu vo la idea de Inves¬ 
tigar una gota de agua de una cuba de lluvla. 
No se sobresaftó poco cuando vlo bafo el 
mícroscopio una multitud de pequenos seres 
vivos. Nadaban enérgicamente por todas 
partes y jugaban unos con otros, como le 
pareció a éL Los seres vivos eran, según 
Leeuwenhoek, tesoros mil veces más peque- 
nos que el ojo de un piojo. 

Por la presión de un amigo, Leeuwenhoek 
escriblô en 1673 por primera vez una carta 
entusiasta en holandês a la agrupaclón más 
importante de científicos dei mundo en ese 
momento, la Royal Society de Londres. 

Los hombres eruditos leyeron con asombro 
la descripdón de la “miserable pequefla bes- 
tezuela”, como denomínó Leeuwenhoek a 
los raros animalíllos. 

El investigador inglês Rofoert Hooke 
[1Ó35 -1703], como sodo de la Royal 
Society era en ese tiempo responsable 
de cada encuentro para conocer a los que 
mostraban nuevos experimentos. Él mismo 
investigó con su mícroscopio de varias lentes 
en forma de corcho de botella, y con él des- 
cubrió una muestra ordenada regularmente 
de pequenos agujeros, que denomínó “célu¬ 
las \ Hooke construyó con la información de 
Leeuwenhoek el mícroscopio de Hollánder y 
pudo confirmar sus observadones. No sospe- 
chó que los pequefios “animaMos” también 
constaban de células, o al menos de una úni¬ 


ca célula. Los científicos de la Royal Society 
se convencieron sólo con sus propios ojos de 
la exís tenda microscópica de seres vivos más 
pequefios. Las “miserables beste zuelas" pro- 
vocaron su activo interés, Leeuwenhoek, 
que no habfa asistido a nínguna Universidad, 
fue escogido en 1980 por unanimidad como 
socío de la Royal Society, por su habilidad, 
curiosldad y resistência más conseguidas 
que las de muchos científicos de su tiempo, 
que ante la pregunta de cuántos dientes tie- 
ne un burro cônsultaban en las escrituras dei 
antiguG maestro griego Aristóteles antes que 
mirar en la boca de un animal gris. 



Mícroscopio de Leeuwenhoek. Él fabricó aproxi¬ 
madamente 500 mícroscopios de una lente. 


Reyes, príncipes y científicos de todos los 
países se interesaron en los descubrimlentos 
de Leeuwenhoek. La reina de Inglaterra y 
Federico I de Prusía lo visitaion, así como el 
Zar de Rusía Pedro el Grande, que se detu- 
vieron con nombres falsos en Holanda para 
estudiar la constmcción naval. 

Las 11 beste zuelas 1 * maravíllaron durante largo 
tiempo como curiosldad y luego pasaron de 
nuevo al olvido. 



Mícroscopio de varias lentes de Robert Hooke, 
con el que investigo estrechos cortes delgados 
de corcho y descríbío las “células". 
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Cuadro 1.2 Las fábricas de 
cerveza actuales 

La cerveza se hace en Alemanía según se 
preparaba en Baviera ya en 151 ó bajo la 
vigência de la ley de pureza (véase pág. 21) 
a partir de cebada de malta, lúpulo y agua, 
yla adícíón de levadura. 

Los cereales que contienen almidón no pue- 
den fermentar directamente, sino que prime- 
ro, mediante las enzimas fragmentadoras 
de almidón (amílasas), deben converürse 
en cereales germinados y actívarlos a azúcar 
de malta (maltosa) y "romperios" a azúcar 
de uva (glucosa). A la fabricación de la cerve¬ 
za pertenecen, por lo tanto, los procesos 
de preparación de la malta, preparación dei 
mosto y fermentación. 

PtimerOt Ia cebada mana al contenedor de 
malta tras la limpieza y clasificaciôn uno o dos 
dias con agua. Se dejan germinar los granos de 
cebada a 15-18 °C en grandes cajas germina- 
doras con agítacíón automática y se Interrum- 
pe el proceso de germinación tras síete dfas, 

En la malta verde así obtenída sólo se alcan- 
za en parte la de^adación enzimática dei 
almidón a mal tosa. Se seca (secadero) y luego, 
aumentando gradualmente ia temperatura 
(primero a 45 °C T luego a 60-80 °C, para la 
cerveza negra hasta 105 °C), con agítacíón 
y agrupación se obtiene la malta agitada. 


En la fabricación de cerveza, para ta pre- 
paradón dei mosto, ta malta cocida se remo* 
ja f es decir, se agita y se calienta con mucha 
agua. En la malta remojada se superan en 
fases de parada los procesos de degradadón 
enzimátícos: a 50 °C las p-gjucosídasas 
degradan el “material elástico”, que ímpide 
la filtración. A 50-60 °C se consigue la "para¬ 
da de proteína”; ias proteínas se fragmentam 
En ia "parada de azúcar” (60-74 °C] las enzi¬ 
mas degradadoras de almidón [a- y p-amila- 
sas) separan los restos completamente dei 
almidón en glucosa y maltosa, y se degradan 
fragmentos de almidón mayores (dextrinas). 

La disolucíón escurrida (mosto) tras la preci- 
pitación o filtración se cuece con lúpulo, 
para concentraria, liberaria de gérmenes y 
aromatizaria. El lúpulo con su contenido en 
material amargo, resinas y aceites esendales, 
aporta a la cerveza ei sabor amargo estimu¬ 
lante y una mefor durabilidad. 

El contenido de mosto tronca! es el contení- 
do en materiales solubles extraídos, como glu¬ 
cosa y maltosa, en gramos de sustancia seca 
por 100 gramos de mosto, y está estipulado 
claramente en la ley de la pureza de la cerveza: 
las cervezas sendllas contienen un 2 a 5,5 % 
de mosto troncal, las cervezas limite 
7 B %, ias cervezas completas 11-14 %y las 
cervezas fuertes por encima de un 1 ó %. El 


mosto con lúpulo se rebaja y se filtra (se purifi¬ 
ca en cubas de purificación). Las enzimas que 
fragmentan almidón se inactivan por coccíón, 
de modo que en la posterior fermentación con 
levaduras sólo se degraden la gíucosa y la mal¬ 
tosa, pero no los fragmentos de almidón cortos 
(dextrina) indeseados en ia cerveza, 

Tras el enfriamiento dei mosto y la captación 
de oxigeno se produce la fermentación 
mediante La levadura introducida [trazas 
de cultivo purificado de Saccharomyc.es cere- 
visíael La levadura necesita oxigeno para 
crecer y proliferar. 

Las cervezas (Filsen, de Dortmund y de 
Munich, Bock) son duraderas gracías a una 
lenta subfermentación (en 8-10 dias), cerve¬ 
zas Lager que pueden ser enviadas, mientras 
que en una rápida sobrefermentadon [46 
dias) se originan cervezas más ligeras, Subfer- 
mentados son todos los tipos de cerveza co¬ 
mentes, y también la cerveza de barril Sobre- 
fermentadas son la cerveza blanca de Berlfn, 
KÕlsch y Alt, la cerveza Karamel, así como los 
tipos de cerveza inglesas Ale, Forter y Stout* 

Fara terminar se permite a la cerveza ia 
maduración final en sótanos frescos y una 
posterior fermentación lenta durante varias 
semanas a 0-2 en barriles en almacén, 
de los cuales se rellenan barriles de envio 
o, tras la filtración, botelJas. 




Relle n a r Ta nque de al ma cén Tan que de fer m e nta ci ón 
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Fig. 1*5 Er este libro se 
presentan los átomos y 
las moléculas en diferentes 
represe nt aciones. 
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tura celular compleja (compartimentos como mito- 
condrias) y un autêntico núcleo celular. Se deno- 
minan también hongos productores de esporas, por¬ 
que se mulüplican sobre todo asexualmente (vege- 
tativos) mediante espomlacióm Sin embargo, tam- 
bién se pueden reproducir sexualmente por copula- 
cíón de dos células esporas haploides. Éstos tienen 
una composición cromosómica completa simpie. 
Las levaduras se clasifican según el tipo de reproduc- 
ción de los diferentes tipos de hongos. 

Las levaduras constan solamente de una tinica célu¬ 
la. Esta célula madre forma en la esporulación varias 
protuberâncias, brotes hijos, que se separan, son a su 
vez viables y pueden formar nuevas células (Fig. 1.3). 
Crecen de modo heterótrofo (a partir de nutrientes, 
sin fotosíntesis) preferentemente a valores de pH áci¬ 
dos. Su pared celular consta, como la sustanda dei 
esqueleto de los insectos, de quítína, y además de 
hemícelulosa. La cerveza se origina mediante fer- 
mentacíón alcohólica a partir de los hidratos de car¬ 
bono de las semlllas de los cereaies. Sin embargo, 


éstos se encuentran en gran parte como polisacáridos 
y están disponibtes para las enzimas de la gLucólisis de 
las células de la ievadura (Fig. 1.15), si son degrada¬ 
dos a disacáridos y monosacáridos por las amilasas* 

■ 1.3 También hoy en ta industria 
cervecera se utilizan Ievadura, 
agua, malta y lúpulo 

También hoy la fabricación de cerveza empieza, 
como ya hacían los sumerios con el germen de ceba- 
da, con su conversión en la malta que contiene 
enzimas (cuadro 1.2]* 

La malta se tritura entonces y se mezcla con agua 
templada* Esta malta remojada se introduce en un 
tanque, donde a partir dei almidón de los cereaies, 
que se guarda en los granos, gracias al efecto de las 
enzimas que degradan almidón (amílasas) se origi- 
nan en unas horas azúcar de malta [maltosa], azú- 
car de uva (giucosa) y otros azúcares. Las enzimas 
que degradan la pared celular (fJ-celulasas) destru- 
yen las envolturas externas de los granos de cereal, 



Fig. 1.6 Fábrica de cerveza 
enelantiguo Egipto. 



Fig. 1.7 Cerveza con burbu- 
jas de dióxido de carbono 
clara mente vislbles. 
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Fig.i.8 Bactérias 

Las bactérias son procariotas, es 
dectr, su iriformadon genética no esta 
localizada en un núcleo celular sino 
que se encuentra libre en el citoplas¬ 
ma como DMA de doble hebra en for¬ 
ma de aníllo, 

Les faltan los típicos orgánulos 
subcelu lares de los eu ca ri o tas (levadu- 
ras, células de plantas y anímales 
superiores), como las mitocondrías 
(para la respiradón celular) o los cloro- 
plastos (para la fotosíntesis) y el retícu¬ 
lo endoplasmático. 

La$ bactérias viven predominante- 
mente de modo heterótrofo, es dedr, 
captan su energia de la matéria orgâ¬ 
nica. Sin embargo, también existen 
tipos que pueden captar energia foto- 
sintétíc amenteode enlaces inorgâni¬ 
cos (por ejemplo azufre). 

Entre las bactérias hay unicelulares 
móvíles e inmõviles (por ejemplo 
pequefios bacilos), pero también plu¬ 
ricelulares, por ejemplo asociaclones 
celulares dei género Nocardia y redes 
similares a hílos de hongos (m ice lios) 
dei tipo de Stréptomyces. 


La ilustradon muestra las bactérias 
con importância en biotecnologia. 

Sus paredes celulares estãn construí¬ 
das de manera diferente (Gap. 4). Por 
su coíoracíòn bajo el microscopio se 
distínguen las bactérias grampositivas 
de las g ram negativas. 

A los bacilos y cocos gramnegativos 
aerõbkos pertenecen Pseudomonas 
(utilizador de hidrocarburos, oxida- 
dõn de esteroides) y Acetobacter (for¬ 
ma ción de ácido acético), Rhizobium 
(oxidadon de nitrogeno) y Methylo- 
philus (proteína unicelular, oxida ción 
de metanol), 

Los bacilos gramnegativos anae rábi¬ 
cos facultativos son, por el contrario, 
las bactérias intestinal es Eschenchia 
COÍL los "a ni males de comparta” dei 
ingeniero genético, 

Badtlu 5 (producdón de enzimas) y 
ÜOStridiurrt (producdón de acetona 
y butanoQ pertenecen a los bacilos y 
cocos grampositivos formadores de 
esporas. 

Los grampositivos en forma de rnaza 
dei típo Corynebacteriijm forman ami- 
noãcidos. 


Los cocos grampositívos son los for¬ 
madores de ácido láctico, como Sfrep- 
tococtus, StaphytocQCCUS (í n toxica - 
ción de alimentos), Pmpiombacterium 
(vitamina B 13 , preparadón de queso), 
Nocardia (oxidación de hidrocarburos) 
y estreptomicetos (antibióticos, enzi¬ 
mas). 

Lactohadllus (for ma ción de ácido lác¬ 
tico) se cuentan entre las bactérias 
grampositivas no formadoras de 
esporas. 

Las bactérias praducen un gran dano 
al causar enfermedades y estropear 
alimentos, pero sin embargo también 
tienen un enorme significado eco¬ 
nómico en los procesos biotecno- 
lógicos. 


6 


Cerveza, pan, queso 



Fig. 1.9 Hongos 

Los hongos de se mpe na n un papel des¬ 
tacado en los eidos de la naturaleza, 
sobre todo en los p roce sos de degrada- 
dõn. Se han dasiffcado hasta ahora 
aproximada mente 70 000 hongos. 

Las levaduras pertenecen, como todos 
los hongos, a tos eu ca dotas, es decir, 
su material genético está concentrado 
en un núcleo celular. 5 on hongos pro- 
duetores de esporas (endomicetos). 

A partir de levaduras salvajes se 
obtlenen cultivos de levaduras que 
ttenen un gran significado industrial, 
como las levaduras de cerveza (por 
ejemplo Saccharomyces carlsbergen- 
sis), levaduras de vino yde pan 
( 5 . cerevisiae) y levaduras dei forraje 
(Cândido), Condida utilis crece sobre 
las aguas resíduaies de sulfito de las 
fabricas de celulosa como levadura de 
forraje. Condido moltosa se alimenta 
de alcanos (parafinas) dei petróleo y 
puede generar forraje. Trichosparon 
aitaneum es un importante aeróbico 
que se encuentra en aguas resTd.ua- 
les, que incluso puede degradar fenoí 
-un veneno para otros hongos. 7 r/- 
chasporon y la levadura Arxuia odeni- 
ntvorans se utilizan como sensores 


microbianos en aguas resíduaies 
(Capítulos 6 y 10). 

Los mohos pertenecen a los mohos 
con sacos espo rales 0 esporangios 
en forma de manguera (ascomicetos), 
que con 20 000 típos es e! grupo 
mayor de los hongos, Tienen, en 
contraste con las levaduras redondea- 
das, largas células estiradas, yvrven 
principalmente e st rícta mente ae rábi¬ 
cos. Los mohos forman esporas ase- 
xualmente mediante división de los 
núcleos celulares de los sacos espo¬ 
rá les, que en general se expanden 
en el aire dei micelio. Las esporas 
maduras se propagan con fadlídad 
con el viento, Si caen en un su st rato 
aproplado, germman y forman nu evos 
micelios, 

Wluchos hongos se dasífícan según 
su apariencfa (morfologia) y el color 
de sus sacos esporales (esporangios), 
porque el micelio generalmente es 
dífícíl de distinguir, pues es íncoloro 
y representa un desorden en forma 
de tubo. Puesío que tos hongos más 
importantes industrialmente se intro- 
ducen (sumergen) principal mente 
en tanques como grumos móviles 
de m ice iios, no forman esporas. 


En cuanto a alímentación, tos mohos 
son similares a las levaduras, aunque 
se tratan más versátilmente. Así, aigu- 
nos pueden -en contraste con las leva¬ 
duras-c reter también sobre celulosa 
{Tríchoderma reesef) 0 lignina (Phanae- 
rochaete chrysosporium) (Cap. 6). 

Los mohos dei género Aspergtthis 
(mohos con esporangios en forma 
de rega d era) y Penidltktm (mohos 
con esporangio en forma de pincel) 
son la base para muchas fermentacio- 
nes, partícula rmente para la degrada 
ciõn dei almidón y las proteínas en la 
cebada, el arroz y las habas de soja. 
Aspergiiltts niger produce ácido cítri¬ 
co. Penidítium chrysogenum es el pro- 
ductorde penicilina (Cap. 4). 

Otros mohos con esporangio en forma 
de pincel generan quesos como et 
camembert y el roquefort. Las amila- 
sas y proteasas generadas por hongos 
se obtienen también como preparados 
enzim áticos índustriales (Cap, 2). 
Endomycapsis y Mucor producen tam¬ 
bién enzimas índustriales. 

Fusoriam se utiliza para la produceión 
de proteínas para la alimentacion huma¬ 
na CQuom” Cap, 6), 
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para que la a-amilasa pueda atrapar d aimidón dei 
interior de las semillas. A contlnuación se filtran los 
componentes sólidos de la malta remojada y se lle- 
va la parte líquida dulce al caldero de la rnezcla. Se 
afiade entonces el lúpulo, que aporta a la cerveza su 
sabor amargo especiado. 

El mosto asf creado es vertido por el fabricante de cer- 
veza a un tanque de fermentación y se afíaden las 
levaduras de la fabricadón de la cerveza. 

Entonces empieza la fermentación alcohólica. Tras 
la fermentación se guarda la cerveza algún tiempo en 
tanques, para madurar. Para terminar, la cerveza se 
caUenta brevemente para destruir mícrobíos perjudi* 
ciales, y entonces se vierte en botellas, latas o barriles. 

Los procesos fundamentales en la fabricadón de 
cerveza moderna son, pues, los mismos desde hace 
más de míl anos. Pero entonces los seres humanos 
utilizaron los microorganismos inconsciente mente 
para sus propósitos. 

Casi todos los pueblos de la Tlerra hideron en 
ta antigüedad descubrimientos similares a los de 
los sumerios. El vino se inventó seguramente hace 
ÓOOG anos en la zona dei monte Ararat. Sin embar¬ 
go, los más recíentes hallazgos remiten a los chinos 
como los descubridores dei vino hace 9000 anos, en 
la Edad de Piedra (cuadro 17). 

Los antiguos griegos y romanos preferían el jugo fer¬ 
mentado de las uvas, el vino (cuadro 1,3), Los roma¬ 
nos fueron, pues, los que llevaron el desarrollo y la 
fabricadón dei vino al Rhin y Mosel. Del mijo, los afri¬ 
canos obtuvíeron con Schizosaccharomyces pombe 
la cerveza pombe; el puebio de la estepa asiática fer- 
mentó íeche de yegua en botas de cuero para el 
kumys; los japoneses preparaban sake, una bebida 


Flg. í.io Comparadõn de 
\a medida de importantes 
microorganismos biotecno- 
logiíos. La longftüd do los 
Cíliados ( Pnmmecium ) Índica 
el grosor de un pelo huma- 
no: i/io milímetros o 
íoo mícrâ metros. 


Fig. i.ii, derertia; 
Proporciones de células 
eueariâtícas y praearióticas 
y vírus. 

Fig.i.ia, derecha más alia: 
Una célula bacteriana 
{Escherichra cotí) en cifras. 



Células eucarióticas: 10 ooo nm 


Núcleo celular: 
2800 nm 


Células procariotícas 
ff. coli); 2000 nm 


Vírus de la vlruela: 250 nm 
Vírus de ia rabia; 150 nm 
Vírus de la gripe: 100 nm 
Bacteriofago: 95 nm 
Vírus de la polio: 27 nm 


Masa: 5Xio' I3 g 


Número de moléculas y porcentafe en peso 


Agua 

1o 10 

80,0% 

Proteínas 

10 6 -1Ü 7 

10,0 % 

Azúcar 

IO 7 

2,0% 

Lípidos 

10 s 

2,0% 

Amfnoáddos y ácidos orgânicos 

10 é -10 7 

1,3% 

DNA 

1 

0,4% 

RNA 

1Q*-10 6 

3.0% 

Matéria inorgânica 

10 B 

1 , 3 % 


1DNA 


Longítud: 2 micrometros=2/iüoo mm 


10 000 
ri bo sumas 
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Cuâdro 1.3 Vlno y licores 

Para la preparadón det vlno primero se aplas' 
tan las uvas en las prensas. En la febricadón 
dei vlno blanco sígue ensegulda el prensado 
(prensas) 0 el pisado, y el jugo (mosto) se 
separa de los tallos, las píeles y los granos 
(como resíduo, denominado orujo). La adi- 
elón de pectinasaa (Capítulo 2) incrementa 
el rendimíento dei jugo conslderablemente 
y conduce a un mosto más claro, En la pro- 
ducclón de vlno tínto se mantiene sin sepa¬ 
rar el prensado directo dei fermentado princi¬ 
pal, pues el colorante de las antocianinas está 
localizado principalmente en las pleies de 
las uvas rojas y azules, y pasan a la dlsoluclón 
con la formación de alcohoL Por ello este 
prensado se separa tras 4 0 5 días en reposo, 

La fermentadón üene lugar a través de la 
parte exterior de los granos de uva por las 
bactérias encargadas de ello 0 por la ínocui- 
dad y calidad tras una anterior pasteuriza- 
clón mediante la adición de cultivos purifica¬ 
dos de levadura (cepas de Saccharomyces 
cerevtsfae). El proceso transcurre con una 
enorme formación de espuma, El “mosto 
dei vlno” asf originado, que nubla las células 
de levadura, en algunas zonas es apreciado 
como bebida. Durante los cuatro a ocho días 
que dura la fermentadón principal se uti¬ 
liza casi el azúcar total* Las proteínas y pecti- 
nas se segregan en forma insoluble y se unen 
con las levaduras como almacenadoras de 
los restos descritos, que se separan dei vlno. 
En el primer afio, en una lenta posfermenta- 
clón en las frias bodegas fermenta aún el 
azúcar restante (crecimiento); entonces se 
origina un segundo almacenamiento, Sirnul- 
táne amente se forman en el vlno los materla- 
les aromáticos que originan el bouquet (aro¬ 
ma, flores]* El vlno joven disponible tras la 
terminarión de la fermentadón se tapa her¬ 
méticamente, antes de rellenar tos barriles 
de almacenamiento ensulfatados, en los cua- 
les [de vez en cuando con aireación tempo¬ 
ral] se consigue su maduración. Durante 
este tiempo empíeza también el tratamiento 
en la bodega. Éste sirve en prímera instancia 
para aumentar la durabilidad (por ejemplo 
mediante azufre, pues el dióxido de azufre 
es más venenoso para las bactérias que para 
las levaduras] y la clariflcación. Los principa- 
les vinos tienen un contenido en etanol 
entre el 10 y el 12%. 

Un proceso más importante es la degrada- 
ción dei áddo málico (malato), mediante 
bactérias lácticas, a ácido láctico (lactato] 
esenclalmente débil, Sin esta fermentadón 


malolácttea los vinos atemanes, debido a 
su alto contenido ácido (de 8 a 10 g/L), no 
podrfan beberse, 

La diferenciaddn de los vinos üene lugar 
según el color (principalmente vlno blanco 
y tinto), el orlgen y el üpo de vld [por ejem¬ 
plo Riesling, Trollinger, Spátburgunder, Silva- 
ner). El contenido restante de azúcar se 
produce interrumplendo la fermentadón 
0 la adición dei mosto: seco (max. 9 g/L), 
semisecG (max, 18 g/L) y dulce (más de 
18 g/L], Los vinos reforzados, como Madei¬ 
ra, Jerez, Oporto 0 Vermut, son vinos a los 
cuales se afiade azúcar, etanol y a veces hier- 
bas. Los mlcrobios no Intervienen para nada, 

El champán y otros vinos espumosos 

requieren una fermentadón doble. Se Inclu- 
ye dellberadamente C0 2 dentro de la bote- 
11a, A una mezcla de vlno blanco se le afiade 
jarabe de azúcar y se rellenan botellas tapán- 
dolas especíahnente fuerte con corchos. 

Las botellas se almacenan en un estante (púl¬ 
pito), donde el vino puede fermentar lenta¬ 
mente, Una levadura de champán especial 
crece en la botella, Durante meses se dejan 
depositar lentamente, con las botellas boca 
abafo. Las levaduras y los resíduos se almace¬ 
nan entonces sobre el corcho, En ese 
momento se reemplaza rápidamente el cor- 
cho y se afiade jarabe de azúcar y brandy. Asf 
se origina un vlno noble duradero, que gotea 
con lágrima fina durante largo Üempo des- 
pués de abrirlo* En el vlno espumoso, en 
cambio, se afiade C0 2 bajo presíón a un vino 
tranquilo. 

Entre los espirituosos (dei latfn spirftus t 
espfritu) se encuentran los aguardientes, lico¬ 
res, ponches y bebidas mezcladas (cócteles). 
Son bebidas ya fermentadas, como el vlno 0 
productos de féculas, o bien disoludones de 
azúcar, como zumo de fruta 0 melazas, que 
después de la fermentadón se procesan hasta 
licor, es decir, se destilam En tos denomina¬ 
dos licores nobles [brandy, cofiac, ron, arrak, 
whisky, genciana, ginebra y licores de frutas) 
permanecen los productos originados junto 
al etanol [éster, alcoholes superiores, aldehf- 
dos, ácidos, acetato, etc,), debido a su sabor 
aromático agradable, completamente 0 en 
parte en el destilado. Si se fermentan produc¬ 
tos fuertes, se origina poco alcohol. 

Las bebidas aguardientes habímales se 
producen en general simplemente por rutas 
frias mediante me zelas de licores primários 
con agua y con determinadas sustancias 
sabrosas (por ejemplo anfs, hinojo, comino, 


enebro) descritas como espedas. Deben con- 
tener al menos un 32 % en volumen de eta- 
noJ. Los aguardientes de cereales (tam¬ 
bién denominados aguardiente de trigo 0 
licor de trigo] pueden ser de centeno, trigo, 
trigo sarraceno, avena 0 cebada, En el 
whisky original procedente de Escócia 0 
Irlanda (al menos 43 % en volumen de eta¬ 
nol), los granos de malta se exponen a 
menudo directamente a humo de turba 0 
carbón, El vodka con un 40 a ÓO % en volu¬ 
men de etanol consta de centeno, patatas 
u otras plantas feculentas, y se consigue a 
través de varias destllaclones contracorriente 
de afrecho, La ginebra se consigue afiadien 
do bayas de enebro a la malta remofada de 
cereales 0 de ta extracción de bayas de ene¬ 
bro por destiladón. 

Los aguardientes de frutas [al menos 38 % 
en volumen de etanol) se obtienen a partir 
de una destiladón directa dei fermentado 
completo de frutas 0 bayas, 0 de sus jugos, 
sin adición de azúcar, más etanol y coloran- 
tes. El licor de cerezas, el licor de cimelas 
0 SlivQwítz, y el "espirituoso" [aguardiente 
de frambuesas, aguardiente de enebro) cons- 
tan de frutas de bayas, albaricoques y melo- 
cotones no fermentados con la adición de 
alcohol El brandy (al menos 38 % en volu¬ 
men de etanol) sóío puede producirse de 
vino, 

El nombre de cofiac es exclusivo dei brandy 
que se produce de uvas, cosechadas en la 
zona de los departamentos de Charente- 
Maritlme, Charente, Dordogne y Deux 
Sèvres. El ron se obüene dei jugo y de los 
remanentes de la cafia de azúcar mediante 
fermentadón y destiladón (contenido medio 
de etanol 38% en volumen), El producto 
de partida para el arrak es arroz 0 el jugo de 
dátiles de pahnera, 

Para obtener licores, los espirituosos 
se tratan con azúcar y determinados produc¬ 
tos aromáticos, maceración 0 destiladón 
con plantas y frutas, Los ponches (dei hindú 
panscha, cinco) son preparadones calientes 
con cinco ingredientes: etanol, condimentos, 
zumo de limón, azúcar y un poco de té 0 
agua. Los cócteles (en inglês cocktail, 
cola de g&llo), bebidas mezcladas que contie- 
nen etanol, estimulantes dei apetito, 
reclben su nombre de la guerra de ia inde¬ 
pendência americana. Entonces se esforza- 
ban en colocar diferentes tipos de líquidos 
sin mezclar unos sobre otros, de modo que 
la bebida se asemejaba a una magnífica cola 
de gallo. 
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Estrepf omiti na 



Amilasas 


Ser ma 


Glucosa 


Almídón 


Glucógeno 


Bíopolímeras 



Productos 

bhtecnotÓgkos 



Ac et o ac et il-Co A 

isoprenoíde 


G luta mato 


t 

| 


Butanol 

Gíbberelina 



Acetona 

Este roí d es 

Tetraciciina 

Arginina 

Ácido butírico 

Carotenoídes 

Gríseofulvina 


Cómo se transforma 

la glucosa 

La degradaciôn de la glucosa (glucólisis) 
empieza en la célula con un traslado 
enzimático de un grupo fosfato dei cofactor 
adenosina triíosfato (ATP) (Fig* 1.15). Esta 
transformadón utiliza energia, En los 
siguí entes pasos, la energia se libera de los 
productos. 

Se forman los cofactores nicotinamida 
adenina dlmideótido (NADH) y ATP, 

Los cofactores son importantes productos 
de ayuda regenerables para enzimas 
(véase Gap. 2). Los seis átomos de carbono 
originales que contiene la molécula de 
glucosa por degradaciôn enzimática se frag- 
mentan en dos partes; finalmente se origina 
pimvato (ácido pirüvico] de glucosa, tras 
una secuencia de reacdones enzimátieas. 


El pimvato desempena un papel central en 
el metabolismo. La parte principal dei piru- 
vato se oxida y se libera “ácido acético acti¬ 
vado” (acetil-coenzíma A), Con ello se origi¬ 
na también por prlmera vez un producto 
final de la combustión de glucosa: C0 2 . 
Ahora quedan en el acetil-coenzima A sólo 
dos átomos de carbono. Una pequena canti- 
dad de piruvato se convierte en oxaiacetato. 
Con esta pequena cantidad de oxalacetato 
empieza el denominado ciclo de Krebs 
(por su descubridor, el bioquímico alemán 
emigrado a Inglaterra y ganador dei prêmio 
Nobel Sír Hans Krebs), también denominado 
ciclo de los ácidos tricarboxfllcos, en el cual 
los dos átomos de carbono dei acetiLcoenzi- 
ma A entran en un ciclo y se oxidan a dos 
moléculas de C0 3 . Los productos intermé¬ 
dios dei ciclo de Krebs, como el ácido cítrico, 
están disponibles normalmente a concentra- 


clones menores; se decide en un equilíbrio 
de fhijos (Gap, 4), En la degradaciôn de glu¬ 
cosa, la deshldrogenación (perdida de hidró- 
genos] libera energia. Para ello interviene 
el cofactor oxidado NÀD + , sobre el cual se 
transfíere el hidrógeno con el tiempo. Sin 
embargo, el cofactor reducido (NADH) debe 
“liberarhidrógeno de mievo f porque si 
no no podrfan producirse las reaccíones de 
degradaciôn de glucosa que liberan energia. 
Esto ocurre mediante reacdones enzimátieas 
en las mitocondrlas, en la denominada cade- 
na de respiración. En la cadena de respira- 
ción, el hidrógeno dei NADH lo utiliza la 
enzima citocromo oxidasa [Fig 1.14 y 
Gap. 2), descubierta por Otto Warburg, para 
quemar hidrógeno con una elevada obtem 
ción de energia “fria” a agua, Con ello se 
obtlene energia. 
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alcohólica de arroz; los rusos kwass con tipos de 
Lactobadllus y ei moho Aspergülus oryzae para 
azucarar. 

Hasta hoy k producción dei vino [Cuadro 1,3] ha 
cambiado sólo un poco; de ovas rojas y blaneas, tras 
la vendimia se obtiene por aplastamiento y presión 
[prensas de vino) jugo de uva, Este jugo filtrado fer¬ 
menta en barriies cerrados. Antes eran barriles de 
madera, hoy se utillzan tanques de metal con capa- 
cidad de hasta 250 000 litros. Mundialmente se 
producen cada ano airededor de quinientos millo- 
nes de hectolitros, 

11.4 Las células funcionan 
con energia solar 

Diariamente la esfera incandescente dei Sol manda 
cuatro miles de billones de kWh de energia a la lie- 
rra, El Sol, por consiguíente, cada 30 minutos sumi- 
nistra grátis la energia que utiMzan todos los habitan¬ 
tes de la Tierra juntos en un ano. Sólo tres milésimas 
de esta energia solar se transforman en energia quí¬ 
mica mediante fotosíntesis en las plantas verdes. 

El agua, con la ayuda de un cuanto de luz energéti¬ 
co, se destruye en los doroplastos de las células 
(Cap, 7] en sus componentes oxigeno (anualmente 
100 000 millones de toneladas) e hidrógeno, y sola- 
mente el oxigeno se libera en forma molecular, gase- 
osa. lo utilizan todos los seres vivos que respiran para 
la “combustión fria" de las sustancias* El hidrógeno 
liberado en la fotosíntesis, en cambio, se estabiliza en 
un üempo breve mediante el enlace anualmente con 
200 000 millones de toneladas de carbono y se une 
temporalmente a hidratos de carbono (azúcares). 

Los hidratos de carbono son productos cuanti¬ 
tã tivamen te habituales en la fotosíntesis y, por 
ello, son la fuente de energia para los principales 
seres vivos, 

Con la respirarión, el hidrógeno se separa de nuevo 
de su unión a la matéria carbonada y se libera gra¬ 
dualmente en una “reacción de explosíón gaseosa 
bioquímica" produciendo energia en la cadena de 
respirarión. Al final, ;toda la energia viene dei Sol! 

las células necesitan, tanto durante el crecimiento 
como en el estado de reposo, un sumlnistro perma¬ 
nente de energia, que se obtiene mediante el inter¬ 
câmbio dirigido de las sustancias dentro de Ias célu¬ 
las (metabolismo o intercâmbio de matéria). 
Las fuentes de energia son los alimentos ingeridos, 
Se transforman mediante una serie de reacciones 
enzimáticas díspuestas una tras otra en rutas meta¬ 
bólicas, 

Así originan los componentes y la energia para Ias 
sfntesís y otros procesos complejos energéticos: pri¬ 


mem los alimentos se degradan en pequenos trozos 
y se transforman en compuestos de bajo peso mole¬ 
cular, a partir de los cuales se construyen los compo¬ 
nentes de la célula: azúcar de uva (glucosa), amino- 
ãcidos, nucleótidos (bases pirimidínicas y purínicas y 
azücares-fosfato), ácidos orgânicos y lípidos, 

A partir de ellos se construyen las “enormes molé¬ 
culas” de las proteínas, los ácidos micleicos y los 
componentes de la pared celular 

Puesto que los hidratos de carbono son cuantitati- 
vamente los productos habituales de la fotosíntesis, 
y con ello, al mismo tiempo, el alimento para la 
mayoría de los seres vivos, saien en primer lugar de 
la glucosa (azúcar de la uva). De la misma manera 
en que la producción de muchos productos de bio¬ 
tecnologia depende de !a degradación de glucosa en 
las células. 

■ 1.5 El alcohol no es un placer sino 
una necesidad para las levaduras 

Pasemos ahora a la bioquímica, para responder a 
una “pregunta vital" de Ias células de levadura. 
Las levaduras pueden vivir como respiradores 
(aeróbicos} o fermentadores (an aeróbicos), y 
por lo tanto son aeróbicos facultativos. En presen¬ 
cia de oxigeno ias levaduras crecen esplêndida- 
mente, con la respirarión convíerten azúcar en 
C0 2 y agua, y originan con ello energia, que utili¬ 
zan para el crecimiento y la producción de nuevas 
células. 

Si se detiene el sumlnistro de aire a Ias levaduras, 
los microbios interrumpen su metabolismo de fer- 
mentación en la medida de la necesidad. La fer- 
mentación les ayuda a sobrevivir en tíempos hos- 
tiles, a pesar de ser energéticamente desfavorable, 
Louis Pasteur descubrió en 18Ó1 que una levadu¬ 
ra sin oxigeno utilizaba más glucosa. Esto se deno- 
minó eíecto Pasteur, Las levaduras en condicio¬ 
nes anaeróbicas procesan más moléculas de azú¬ 
car para compensar las perdidas de energia. Pues¬ 
to que no hay más oxigeno para utilizar, tampoco 
puede quemarse en la cadena de respirarión con 
el cofactor NADH + H + acumulado, La degrada- 
ción de glucosa permanece, por lo tanto, en la fase 
de piruvato (Cuadro 1,4). 

La célula transforma piruvato en acetaldehfdo. Coo 
ello se libera CG r El ciclo de Krebs ya no puede ser 
utilizado. Para utilizar ei NADH + acumulado, 
que no puede reoxidarse a NAJ> en ia “combustión 
fría” debido a ia deficiência de 0 2 , a la célula le que¬ 
da soiamente un camino: utiliza la alcoholdeshi- 
drogenasa (Fig. 1,3) y forma, a partir de acetaldehí- 
do, con la utilización de NADH + etanoly NAD + , 


Cofactor redurido 



Etand 


Fig. i.i3 La alcohol 
deshidmgenasa de la levadu¬ 
ra transforma aeetddehído 
en etanoL Para propósitos 
bíoanalíticos (Capítulo io) 
se utiliza la reacdón inversa 
para anatUar ta presencia 
de etanol en sangre. 



Equivalentes 
de reducdón 




mm 


mmm 




Agua 


Fig. 1.14 La citocromo 
oxidasa, "fermento de La 
respíración", descubierta 
por Otto Warburg, Transfor¬ 
ma en una "combustion fría" 
hidrógeno en agua con 
utllízadândeenergía. 
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Flg* i.i5 La glucâlfsfs y sus encimas, 

Degradación de glucosa a piruvato (simplificada). 


HexoquEnasâ 



Fosfohexosa isomerasa 


-o 


(Mg=*) í/i' í \^’ 
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I 


□-Glucosa 



Fosfofructoqulnasa 



Glucosa-6-fosfato 

I.- 



Aid oi asa 




Fructosa-ó-fosfato 




Fructosa-i.e-bisfosfato 


Dihidroxiacetona- 
fosfato 


+ GliceraldehídO' 3 - 
fosfato 





La glucosa se “quema” flnalmente de modo incom¬ 
pleto a alcohol y C0 2 . En la fermentación de una 
molécula de glucosa se oríginan sólo una a cuatro 
moléculas de “moneda de cambio energético” ATP 
(en lugar de un máximo de 38 en la respiracíón con 
oxigeno); esto es suficiente para sobrevivir. 

El alcohol no es, por lo tanto, un placer para la leva- 
dura, más blen una necesidad, pero muere si el con- 
tenido de alcohol supera un determinado valor Con¬ 
trariamente a la opinión clásica, el etanol también 
puede producirse aeróbicamente [efecto Crabtree ) 
sí el medio de alímentación contiene más de 100 mg 
de glucosa por litro* En esta “reacción en exceso” el 
piruvato no se oxida slguiendo el ciclo de Krebs, sino 
que se reduce a etanol. 

Con la ayuda de los modernos chips genéticos 
fCap, 10) para RNAm de levadura (un ácido nuclei- 
co de una única hebra, que desde el DNA dei núcleo 
celular alcanza los ríbosomas con Ias lnstmcciones 
de construcción para las proteínas, véase Gap. 3) se 
observa que cuando hay deMenda de oxigeno las 
levaduras anaerôbicas producen otras enzimas dife¬ 
rentes a las de las levaduras aeróbícas* Es decir, los 
genes (DNA) se escogen de manera diferente y 
expresan diferentes proteínas, según la situación de 
oxigeno de la célula de levadura, 

Otros fermentadores, las bactérias, forman ácido 
Láctico [Lâctobâcillus], ácido butírico ( Clostri - 
díum butyricum ), ácido propiónico [Propioníbac- 
terfum ) T acetona y butanol (Clostridíum aceto- 
butylícum) (Gap* 6], asf como otros productos con 
gasto de ATP, y los secretan. 

Los productos de la fermentación se forman, pues, 
en grandes cantidades* ya que sólo la transforma- 
ción libera mucha más cantidad de alimentos en 
ausência de oxigeno que energia requerida en for¬ 
ma de ATP de las células, 

Ahora está claro por qué los primeros procesos de 
biotecnologia que utílizaron los humanos fueron la 
fermentación dei alcohol y dei ácido láctico: las fer- 
mentaciones liberan grandes cantídades de produc- 
to en un breve tiempo y son, por lo tanto, altamen¬ 
te efectivas, 

i.6 Los licores muy concentrados 
se producen mediante destilación 

Las levaduras forman alcohol sólo hasta una deter¬ 
minada concentración, pues con porcentajes altos 
de alcohol mueren. La cerveza y el vino contienen 
alcohol úmcamente en forma diluída* El vino tie- 
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Cerveza, pan, queso 


ne un 12 a 13% de alcohol y el sake alrededor dei 
16 al8%, 

Se conoce una forma concentrada [aguardientes o 
licores) ya desde el siglo XII, cuando se calentó (des- 
tiló) vino en una caldera cerrada. 

El truco de la destilación de alcohol (o sea la rec- 
tlflcación) es que el alcohol se evapora a 78 °C, o 
sea, bastante antes que el agua, que hierve a 100 °C. 
El vapor de alcohol creado se conduce a un refrige¬ 
rante a través dei que gira agua frfa, se enfrfa y se 
condensa en forma de gotas. El alcohol altamente 
concentrado se íntroduce en un recipiente. 

Los licores o espirituosos (dei latln splritus, espíri- 
tu) son aguardientes con ai menos un 32% en volú- 
men de etanol (Cuadro 1,3). Mencionaremos sola- 
mente el coftac, el aguardlente alemán, el armafiac, 
el licor de frutas, el whisky, el vodka y la ginebra. 

El famoso coftac se descubrió a princípios dei siglo 
XV por los cultivadores de vino en la Chareme fran¬ 
cesa, cuando debleron responder a la menor calldad 
de su vino frente a la calidad dei vino de la vecina 
región de Burdeos. Tuvieron la idea de destilar su 
vino. Más tarde el producto se destiló incluso dos 
veces, una tras otra. También todavia hoy el coftac 
joven viene con un contenido en alcohol dei 70% 
en barrlles de roble de Llmousin, donde madura 
parcialmente durante aflos hasta alcanzar la grande¬ 
za completa, asumiendo el color dei tonel y el sabor. 
Solamente después se dlluye a un 40%. 

Hoy se obtiene en las destilerías modernas alcohol 
puro de almidón de cereales o patata. Éste se trans¬ 
forma prlmero mediante amilasas degradadoras de 
almidón en azúcar, que se fermenta con las levaduras 
a alcohol, se callenta y el alcohol se destila entonces 
hasta el limite superior dei 96%, Un argumento de los 
amantes dei alcohol es que el alcohol más concentra¬ 
do destruye los gérmenes. En realidad, el alcohol al 
70% se aplica en medicina para la deslnfección exter¬ 
na de la piei. 

A concentraciones dei 2 o 3% el alcohol ya aumen¬ 
ta la permeabilidad de la membrana cltoplasmátlca 
de las bactérias e inhlbe su crecimiento, Está claro 
que el alcohol altamente concentrado Inhibe aün 
mejor. Las frutas confitadas en alcohol, por ejemplo 
en los ponches de fruta y ron, duran mucho tiem- 
po y demuestran claramente el efecto Inhlbidor de 
los microbios que tiene el alcohol. Dentro de los 
microorganismos, los que pudren e intoxican ali¬ 
mentos son principalmente sensibles al alcohol y se 
destruyen. 


Piruvatoqulnasa 




Enolasa 


2 -fosfoglicerato 

t.. 

Fosfúgilterato mutasa 


eJ-Oo 
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Cuadroi .5 Productos de leche 
agria y queso 

Los productos de leche agria se obtienen uti¬ 
lizando bactérias lácticas. 


Preparador 
dei camembert 

La leche agria se produce con leche pasteu¬ 
rizada a la cual se anaden cultivos de Strep¬ 
tococcus cremoris, Streptococcus lactis y 
Leuconostoc cremoris , como bactérias aro¬ 
máticas, unas lõ horas en el tanque de acidi- 
ficatióm 

Para la producdón de yogur se toma leche 
de cabra, oveja o vaca, El cultivo de yogur 
consta de bactérias lácticas temófflas (que 
les gusta el calor), como Streptococcus ther- 
mophilusy Lactobacíllus bnlgaricus. Ambas 
existen conjuntamente (simbiosis): Lactoba- 
cllítts produce el producto de fragmentación 
de la proteína de la leche, caseína, requerido 




Camembert, un trabajo de mohos con espo¬ 
rar gi o en forma de pincel 


por Streptococcus; Streptococcus forma en 
cambio ácido fórmico, que actúa como con¬ 
servante. 


mijo dei Profeta, adoptan forma de coüflor, 
en nódulos dei tamano de una avellana, que 
constan de caseína coagulada y azúcar de la 
leche fermentado por levaduras, como Sac 
charomyces keflry Tomla kefip algunos 
tipos de Lactobacühisy Streptococcus, los 
aromatízantes que forman Leuconostoc y 
también bactérias dei ácido acéüco. 



Diferentes clases de queso de Córcega 


El kumys se hace con ieche de yegua, que 
se fermenta con una mezcla de bactérias lác* 
ticas y levaduras. 

También la mantequilla de nata agria es un 

producto de microbios. Después de obtener ia 
nata y trataria con calor, se enfría y “madura”. 
Con elo cristaliza la grasa de la leche. Tras la 
infección con acídificadores [5, lactis, Sl cre 
morisy Leuconostoc cremoris) se convierte 
el azúcar de la leche (lactosa) en ácido láctico 
y “aroma de mantequilla” (diacetílo) y acetoí- 
na. El suero de la mantequilla es un producto 
colateral de la fabricadón de la mantequilla. 



Roquefort con entradas de aire para 
el credmiento de los hongos 


El kéfir es una bebida espesa, densa, ligera, 
con gas* Contiene un 0,8 a 1 % de ácido lácti¬ 
co, un 0,3 a 0,8% de etanol y dióxido de car¬ 
bono, que junto a bajas cantídades de diace- 
tüo, acetáldehído y acetona contribuyen 
esencialmente al sabor dei kéfir. Los granos 
de kéfir, llamados por los musulmanes el 


La preparadón dei queso empieza princi¬ 
palmente con la infección de la leche pasteu¬ 
rizada con bactérias lácticas y mohos (culti¬ 
vos iniciadores). Mediante el aporte de la 
enzima coaguladora se coagula la leche (casi 
durante una hora) y se espesa. Se corta con 


cuidado la gelatina en dados (quebrado) de 
un centímetro, Se retira el suero, se da for¬ 
mas al quebrado. 

Después de vários câmbios y un bano de sal, 
el queso Emmental [queso suizo] se seca 
(aproximadamente durante dos semanas) y se 
almacena en un sótano calíente durante seis a 
ocho semanas. Entonces las bactérias propió- 
nicas fermentan el ácido láctico a C0 2 y ácido 
propiónico, con lo cual se forman los caracte¬ 
rísticos aguferos y el sabor dei queso suizo. 
Luego el queso madura durante seis meses. 

El queso Limburger se lúbrica varias veces 
tras el secado, es decir, se trata con un 
“cultivo de lubricante rojo” [Brevibacteríum 
tínens). 

El Camembert, infectado con esporas de 
Peniciüium casetcolum de rápido credmien¬ 
to o dei tradicional R camembeni, se de- 
sarrolia en un sótano seco después de tres 
a cuatro dias de credmiento dei moho, y tras 
nueve a onoe días se puede empaquetar y 
vender El camembert a menudo sigue madu¬ 
rando después de comprarlü: las enzimas 
fragmentadoras de las proteínas dei moho 
ablandan la masa dei queso y liberan matérias 
aromáticas y amoníaco [aroma muy fuerte). 



Los conacídos agujeros en el queso: trabajo 
de las bactérias propiónicas 


El Roquefort autêntico se produce con 
leche de oveja cruda fresca. El quebrado se 
infecta con esporas de Penicillíum 
roquefortí Tras darle forma se transportan 
los quesos de toda Frauda, desde Córcega 
hasta los Pirineos, a Roquefort, donde se 
salan y pinchan con agujas (amoscado) para 
crear entradas de aire para el credmiento de 
los hongos* La maduración sigue finalmente 
en cuevas naturaies de las montanas en 
Roquefort. Los quesos maduran aeróbica- 
mente durante 20 días y luego en bojas de 
estario tres meses en ausência de aire (anae- 
róbicamente), donde luego actúan ias enzi¬ 
mas de los mohos fragmentadofas de proteí¬ 
nas y grasas. 
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Cu adi a 1.6 Sake, salsa de soja 
y otros productos fermentados 
asiáticos 

La produceión dei sake japonês (vino de 
, arroz] &e parece más a la fabricadón de cerve¬ 
za que a la dei vino, porque el almídún conte* 
nido m el arroz debe convertirse primero en 
azucar fermentable por tas amilasas fragmen- 
tadoras. Las esporas dei moho Áspergíllus ory - 
zae se mezclan con arroz cocido. La mezcla se 
mantiene cinco a seis dias a 35 °C, para pro- 
ducir el denominado Koji que condene en 
altas concentraciones las enzimas de tos hon- 
gos fragmentadoras de almldóny proteínas. 
Koji, mezcla de grandes cantidades de arroz 
cocidoy cultivo iniciador [Moto] de cepas 
de levadura, como Saccharomyces cerevistae, 
fermenta durante tres meses como Moromi 
el arroz a sake. El sake condene aproximada¬ 
mente un 20 % en volumen de alcohoL 

En la salsa de soja (5/íqyuen Japón, 
Chiangsiue n CMna, Siau en Hong Kongj se 
procede de forma similar. Se coloca el Moro¬ 
mi de las habas de soja, trigo y Koji con gran¬ 
des cantidades de sal de cocina y se fermenta 
durante ocho a doce meses con Áspergíllus 
soyaey A oryzae, La bactéria Pedicoccus 
soyae , ía levadura Saccharomyces rouxii , 
y cepas de Hansenula y de Torulopsis, a 
| menudo se anaden como cultivos iniciadores 
que forman ácido láctico y alcohoL Iras la 
! fermentadón, la salsa de soja se prensa; se 


utiliza el prensado como forraje* La salsa de 
soja contiene, ade más de un 18 % de sal de 
cocina, más de un 1 % de la sal dei ammoáci 
do glutamato [ véase Cap. 4) reforzador dei 
sabor, y un 2 % de alcohoL 



Barril es de sake, api lados frente a un templo 
japonês 


El mis o es una pasta de soja fermentada, 
que desde ia anügüedad ha servido en fapdn 
como aporte de proteínas príncipales. Se ela¬ 
bora también con Koji prévio. El tofu (0 
sufu) es la protefna de soja coagulada con 
ácido, que se fermenta de Mucorsuju. 

El natto, que huele fuertemente (ia amónia 
col), se hace con habas de soja filtradas, 
envueltas en hojitas de abeto rojo, que se 
infectan con Koji{Aspergillus oryzae) y tras 
vários meses se fermentan con Streptococ- 
cus y Pediococcus otra vez. 


El angkak [arroz rojo) se produce con arroz 
filtrado a través dei hongo Monascus purpu¬ 
rem, Y se utiliza en China, indonésia y Filipi¬ 
nas como especia picante y como colorante. 



Habas de soja fermentadas 
con mohos; Natto 


El tempeh son habas de soja cocídas, que se 
envuelven en hojas de plátano. 



■f 1 - . . i 


Salsa de soja (Sboyh) con Wasabi (rábano 
picante rayado. que contiene peroitidasa* véa¬ 
se Cap, a). 


Al menos en los albores de la humanidad, la 
fermentacíón dei alcohol fue pues importante para la 
obtención de comida perfecta, duradera e higiénica. 

1.7 Productos bacteríanos: 
iLa acidez los hace duraderos! 

Las bactérias soo proeariotas y unas diez veces más 
pequenas que las células de las levaduras. Para 
hacemos una idea dei tamano de ias bactérias, nos 
podemos imaginar un dado diminuto de 1 mm de 
longitud de arista (0 sea, eon 1 mm 3 de volumen), 
En él caben no menos de mil millones de bactérias. 

Las bactérias (Hg. 1.8) a menudo tienen forma de 
pequenos bastones. Conocemos también bactérias 
en forma de esfera, los cocos (dei griego kokkus , 
grano redondo); las de forma de coma, constante¬ 
mente temblando, los vibriones (dei latín vibrare , 
temblar, vibrar), y las serpenteantes en forma de tor- 
níilo, los espirilos (dei latín spirillum, pequenos 
tornillos). Muchas bactérias tienen flagelos, largos 


apêndices, con los cuales se pueden mover rápida¬ 
mente. Las bactérias en general reproducen sus 
células dividiendose por la mltad* Por ello inicial- 
mente se denominaron “células separadoras* [Fig 
1.16]. La mayoría de las células hijas asf formadas 
se separan. Si se mantienen juntas, unas con otras, 
se originan cadenas de células bacterianas y se 
denominan estreptococos (dei griego streptos , 
cadena). Si se agrupan en forma de racimo de uvas 
se llaman estafilococos (dei griego staphyle, uva), 

Además de las levaduras estuvieron y están las bacté¬ 
rias, que producen una variedad de alimentos y forra- 
je, así como productos estimulantes. Incluso para la 
produccidn de alcohol se utilizan bactérias especia- 
les. Los antiguos habitantes de México utilizaron 
ínconsdentemente durante slglos, para la prepara- 
cidn dei pulque (y de la forma especial tequila, que 
viene de la ciudad Tequila en México), el jugo fer¬ 
mentado de ágaves y el vino de palma, la bactéria 
Zymomonas mobilis, Como ya se establedó en los 



Fig. 1.16 El Profesor Kodi 
observando los “esquIzomF 
catos 1 * de un cultivo 
purifica do (caricatura 
contemporânea). 



Fíg. 1.17 Los productos dei 
pan son eltrabajo de bacté¬ 
rias lácticas v levaduras. 
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Flg. i.iB Cocción dei pan 
en La Edad Media. 



Flg. 1.19 Cocción dei pan 
industrial hoy: Los p roces os 
básicos no han cambiado. 


Paste uri za cl ón 

Louls Paste ur advlrtió que 
es suficiente calerttar breve- 
mente el vlno para matar Las 
bactérias, queloestropea- 
ban. Esto también era válido 
para evitar que la leche se 
agrlase. 



Este proceso, en el que se 
mata la mayorfa de microor¬ 
ganismos que contlene una 
sustanda.se denomina hoy 
pasteurlzaclónen honor a 
Pasteun iDespuás de todo, 

1 ml (1 cm 3 ) de Leche cruda 
"pobre en gérmenes" contfe* 
ne 250 000 a 500 000 micro- 
bíosl Hoy. La leche para beber 
se pasteuriza prindpaLmente 
calentándoLa untlempo corto 
entre 71 y 74 °C. Con ello se 
mata un 98 a 99.5 % de tos 
microorganismos. La denomi¬ 
nada leche-H. que se mantle- 
ne cuatro semanas sín refri¬ 
gerar, se cal lenta con vapor 
de agua durante corto tfempo 
a 120 °C y se aLmacena en 
recipientes pasteurizados. 


últimos aflos, la bactéria puede crecer también en 
medlos con una concentradón de azúcar mucho más 
alta. Asl produce alcohol seis o siete veces más rápi¬ 
do que las mejores cepas de levaduras. 

La cocción dei pan, en el sentido actual, se Inven- 
tó probabiemente tras la fabrlcación de la cerveza. 
Prlmero se conocía solamente el sólido pan plano. 
Ya hace alrededor de 6000 aflos, los panaderos egip- 
cios produjeron un pan poroso de una papilla ácida 
(fermentada], 

El fermento se forma a partir de bactérias lácticas 
(dei tipo Lactobactllus) y levaduras tolerantes al áci¬ 
do, Estas son levaduras que no sólo pueden vlvir en 
medio neutro sino también en medio ácido, como 
5. cerevtslae, Candída krusei y Pichia saitoi. 

Los productos colateraies de la masa fermentada, 
como alcohol, ácido acético, acetoína, díacetilo y 
alcohol de fusel, son los que confleren el aroma y el 
sabor al pan. 

El principal producto deseado de la fermentaclón 
no es aqui, sin embargo, alcohol, sino dióxido de 
carbono (CO,), cuyas burbujas gaseosas hinchan 
la masa. La masa “reposa" y se convierte en porosa. 
Como fuente de hidratos de carbono para el fermen¬ 
tado escurrldo sírve el azúcar existente en la harlna 
o los azúcares libres aportados, como glucosa (azú¬ 
car de la uva), fructosa (azúcar de la fruta) y saca- 
rosa (azúcar de remolachaj, así como la glucosa y 
la maltosa (azúcar de malta] que se forman 
mediante las enzimas de cereales (amllasas) a partir 
dei almldón de la harlna. Al cocer termina la fer- 
mentacíón, pues el gran calor en el horno mata las 
levaduras y bactérias, El alcohol formado en la fer¬ 
mentaclón se evapora, y en la masa codnada per- 
manecen sólo los espados huecos en forma de pana- 
les de las burbujas de C0 2 , que se pueden recono- 
cer en cada rebanada de pan. 

Hoy se produce el pan a partir de una mezcla de 
harlna, levadura, sal y agua, a la cual se agrega el fer¬ 
mento acabado. La masa se amasa y se deja fermen¬ 
tar varias horas. Finalmente, una máquina divide la 
masa en pedazos de la medida de un pan. Las por- 
ciones deben fermemarse de nuevo, se enrollany se 
rellenan moldes de cocción. 

Antes de que la masa vaya al homo “reposa" otra vez. 
Tras aproximadamente 20 minutos de cocción se 
sacan los panes crujlentes dei horno y se dejan enfrlar. 
Para panes blancos y masa de pasteles se mezclan sólo 
levaduras con harlna y agua, es declr, no tiene lugar 
nlngtma fermentaclón de ácido láctico. 

La levadura de cocción [Saccharomyces cerevi- 
siae ) para pan y pasteles se cultiva sobre el rema- 


nente dei procesado dei azúcar de remolacha (mela- 
za). iAnualmente se producen en todo el mundo 
1,5 mtliones de toneladas! Se elabora levadura 
prensada con un valor de productlvidad de quinlen- 
tos millones de euros. 

Guando el ser humano empezó a domesticar ove- 
]as, cabras y vacas, y obtuvo la leche de sus anima- 
les caseros, se conocló también la leche agria 
(Cuadro 1.5). Se orlglnó “ella sola”, cuando la 
leche fresca se dejó reposar algún tíempo, La leche 
codnada, sin embargo, no se estropeaba tan rápi¬ 
do. En leche fresca ordeftada se pueden multiplicar 
las bactérias dei ácido láctico y parte dei azúcar de 
la leche (lactosa) se fermenta a ácido láctico (lac¬ 
tato). La multiplicadón de los causantes de la 
putrefacclón y la enfermedad, como los estaftloco- 
cos, no es poslble en un medio ácido. Se origina un 
producto duradero, aceptable y nutritivo. 

La leche agria se dlglere bien, porque la proteína de 
la leche caseína precipita en escamas finas por ací- 
dlflcaclón. La leche agria reacdona además en el 
estômago con el mineral caldo, importante para la 
formación de los huesos, a lactato de caldo, que se 
puede captar fádlmente de nuevo por la pared dei 
intestino, 

Por ello, el caldo no se plerde en el cuerpo. En las 
diferentes regiones de la Tierra, debldo a las Influen¬ 
cias climáticas y la naturaleza de la leche, podemos 
ver diferentes costumbres en el tratamiento de la 
leche (Cuadro 1.5), En Europa se elaboró leche 
agria (cuajada) y quark, en los Balcanes y el Oes¬ 
te Medio yogur, en el Cáucaso keflr, en Asla cen¬ 
tral kumys, en índia dahi y en Egipto laben. 

En las preparaclones de mantequllla, la leche se 
pasteuriza al principio (véase el márgen lzquierdo 
de esta página y el Cap. 4), Se obtiene la nata y se 
aflade un “despertador ácido”, con un cultivo mez¬ 
cla de bactérias lácticas. Durante ló a 30 horas la 
nata madura en tanques. Las bactérias forman áci¬ 
dos y acetoína, que cambia por oxidadón al típico 
“aroma de mantequllla” (dlacetil). En la manteca- 
clón en una mantequera se produce suero de la 
manteca como producto secundário. 

“|E1 ácido es divertido!” Evidentemente, un clerto 
sabor ácido suave resulta agradable en las comidas. 
Un proceso de fermentaclón antiguo es la addifica- 
clón de la col y los pepinos. Los pepinos más peque- 
flos se fermentan a menudo con otras verduras 
{mlxed plckles ). Para ello, LactobacUlus plantarum 
es la bactéria más Importante. Los pepinos ácidos se 
recomlendan por Ia maftana, tras una noche de gozar 
los placeres dei alcohol... También las aceltunas 
(después de un ligero tratamiento con sosa cáustica 
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para separar el componente amargo oieuropefna] se 
hacen duraderas con bactérias lácticas: las frutas no 
maduras pasan a aceitunas verdes, las maduras a 
negras. 

Para producir col fermentada ( choucroute) } la col 
blanca fínamente cortada se cubre largo tiempo 
con saJ de cocina (a veces también con condimen¬ 
tos), hasta que el líquido de las células vege tales 
destruídas cubre la col. En un lugar frio empieza a 
fermentar muy pronto. La col blanca fresca en sal- 
muera se convierte gradualmente, en ausência de 
alie, en aceptable choucroute. Puesto que los 
microorganismos causantes de la putrefacdón no 
pueden prosperar en el medio fuertemente ácido 
creado por los ácidos láctico y acético, el choucrou- 
te es largamente duradero. Hoy se produce chou- 
croute en recipientes de hasta 801 de capacidad en 
siete a nueve dias. A menudo, el choucroute origi¬ 
nado se caiienta (blanquea), lo que mata las bacté¬ 
rias lácticas y acaba la acidificacióm Este procedi- 
miento genera un choucroute más suave. 

También ai ganado le gustan los ácidos: proceso de 
ensílado. En agricultura se corta el forraje verde, 
maíz y hojas de nabos, se empaqueta fuertemente 
apretado en el silo y se acidifica para el invierno. Se 
produce así el ensilado nutritivo de larga duración. 

AI inicio dei ensilado crecen las bactérias aeróbi- 
cas y utilizan oxigeno. El descenso de oxigeno y el 
creciente contenido de ácido exigen la multiplica- 
ción de tipos de LactobâcíUus, Streptococcus y 
Leuconostoc. 

Por el contrario, con insuficiente formadón de áci¬ 
do láctico se multiplican -reconocible por un olor 
punzante- bactérias butíricas [Clostridium buty- 
ricum). El autor de este libro fue educado de joven 
en el campo alemán y sabe que las vacas no deben 
ser alimentadas con ensilado estropeado, pues les 
produce “flatulência inmediata". 

También para hacer embutidos, ai preparar la maté¬ 
ria prima de las salchfchas (como saiami, salchi- 
chón ahumado, longaniza) (Fig. 1.22} se produce 
una fermentación láctica, A la carne picada de vaca 
y cerdo se afraden bactérias lácticas y bactérias de la 
familia Mícrococcu s; son los llamados cultivos de 
arranque. Las bactérias lácticas fermentan el azú- 
car, que debe anadirse a la carne, porque la carne es 
pobre en azúcar. El ácido láctico formado no sólo es 
productor dei sabor sino que también inhíbe, junta¬ 
mente con la sal de saimuera anadida (mezcla de sal 
de cocina y el polémico nitríto sódico], los micró¬ 
bios indeseados, y contribuye a la firmeza de las 
futuras salchichas. La masa de la salchicha, introdu- 
cida en una tripa, se cuelga en el recinto de madu- 
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ración, donde madura dos semanas, mientras se 
ahuma y entonces prosigue la maduración. 

Si el vino se deja largo tiempo ai aire o el barril de fer¬ 
mentación no está completamente cerrado, en lugar 
de vino se produce un líquido ácido, el vinagre. 

Se puede observar fácilmente en casa la transforma- 
ción de alcohol en vinagre si los restos de cerveza o 
de vino se defan ai aire en un lugar caliente. Tam¬ 
bién los sumerios conocieron ya la preparacíón de 
vinagre. Como material de partida uülizaron el jugo 
de palmera y el jarabe de dátiles, y más tarde tam¬ 
bién Ia cerveza y el vino. Los griegos y los romanos 
bebían vinagre de vino diluído como bebida refres¬ 
cante. En la Edad Media, en Francia se produjo 
industrialmente vinagre de vino con la preparacíón 
de Orléans aún poco conodda, Hoy se produce 
vinagre industrialmente, en un “proceso rápido". 
Las bactérias dei ácido acético ( Acetobâctersub- 
oxydans) oxídan en seguida el alcohol a vinagre en 
bíorreactores con la ayuda dei oxigeno dei aire. La 
fermentación dei ácido acético no es una autên¬ 
tica fermentación, pues no ocurre en ausência de 
aire. Los estimulantes, como el café, el cacao, el té, 


Fig. i,ao Comparadón entre 
resptración y fermentadãn 
en una molécula de glucosa 
mediante células de tevadura. 



Fig. i.ai Autêntico vinagre 
balsâmico de Módena. 



Fig. 1.32 Conservacíónde 
las salchichas y los embuti¬ 
dos gradas a la fermentación 
dei ãddo láctico. 
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Fig. 1,23 El fruto dei árbol 
dei cacao {Theobromo 
cacao) se encuentra en 
el tronco y requiere nueve 
meses para madurar. Theo- 
broma significa en griego 
*comida de ios dioses". 



Fig. 1.24 La vainilla (Vanilfa 
planifolia) T una orquídea, 
libera su aroma tras la fer¬ 
menta dó n* 



Fig, 1,25 Fermentación de 
té en China. 



Fig. 1*26 Tabaco (Nkotiana 
tabacum). 


el tabaco y la vainilla, se fermentan como siempre, 
es decir, mediante microorganismos y enzimas pro- 
píos de ias plantas. 

1.8 Café, cacao, vainilla, tabaco - 
Fermentación para el placer 

En ia fermentación dei café se degrada la pulpa 
mediante bactérias, que forman las enzimas que 
fragmentan pectina (pectinasas) y degradan Ias sus- 
tancías de sostén de todas las frutas (pectina)* 

Las levaduras degradan la pulpa de las semillas de 
cacao (sarcotesta, Fig, 1,23} y a continuadón el 
alcohol es utilizado por las bactérias dei vinagre. Por 
ello Ia liberación de calor es importante para la cali- 
dad dei cacao. Las semillas mueren, originan polife- 
noles, que pierden el aroma dei cacao, y los taninos 
se degradan, originando el color marrón dei choco¬ 
late* Entonces se tuestan las semillas* 

Las enzimas producen con su trabajo el aroma de 
fruta de la orquídea vainilla (Vanílla planifolia) 
[Fig* 1.24], Los frutos no maduros se cultivan, se 
secan a la luz dei sol y toman el típico color marrón 
osctiro. Enzimãticamente se origina dei glicôsido 
vainiUina. 

Las hojas de té se dejan marchitar durante un día 
y a continuación se enrollan. Con ello se rompen las 
células y su líquido cubre la superfície de las hojas. 
Gracias al trabajo oxidativo de las enzimas de las 
plantas, las bactérias y levaduras desarrollan el 
sabor y olor característicos dei té (Fig. 1.25). 

Esto se produce sobre todo por los componentes 
orgânicos de las hojas, los polifenoles, bien visibles 
por el cambio de color originado, incipiente por 
los bordes de las hojas y lentamente hacía el centro 
de las hojas. Las antes hojas verdes cambian de color 
a castano rojizo y más tarde de marrón oscuro a 
violeta* 

En Europa se consume prindpalmente té negro* 5e 
trata, en comparadón con el verde, de té fermen¬ 
tado. Segün el tiempo de fermentación se obtiene 
el té oolong, el té amarillo 0 el té blanco no fermen- 
tado. 

Para producir el té oolong, té blanco 0 té amarillo, 
el fabricante de té debe detener el proceso de oxi- 
dación en el momento adecuado. En una reacción 
corta, el té no desarrolla aroma y no sabe a nada. Si 
el proceso es demasiado largo se genera té “quema- 
do” y entonces tiene un sabor amargo. 

También en el tabaco se producen procesos enzi- 
máticos y microbianos parecidos (Fig. 1.26). El 
tabaco de los cigarros puros pasa casi siempre por 
una fermentación natural. Para ello las hojas, antes 


de secar, se atan en manojos que se ponen unos 
sobre otros en paios (montones), Debido al caleota- 
miento propio (hasta 50 °C), el tabaco debe girarse 
una y otra vez. La fermentación que tiene lugar a 
esta temperatura causa el cambio de color de las 
hojas de tabaco. A menudo es posible mejorar los 
colores* Este tipo de fermentación dura tres 0 cua- 
tro meses. También se garantiza con ello la poste¬ 
rior posibilidad de almacenamíento, 

La fermentación de los alimentos se descubrió 
indudablemente por casualidad, pero sus efectos 
ventajosos (almacenamíento duradero, mejor dige- 
ribles, aroma más rico, y experíencia embriagado¬ 
ra con los productos que conüenen alcohol] fueron 
tan óbvios que pronto se consiguíeron productos 
de fermentación de muchos cultivos. La fermenta- 
ción, por consiguiente, fue una primera forma de 
refinaciôn de los alimentos. 

En realidad, los prímeros pueblos sedentários cono- 
cían sólo el secado y la conservación con sal de los 
alimentos. Por eso la sal era a menudo un tesoro 
(Cap* 4). 

Con Ia introducción de la fermentación se pudo ela¬ 
borar productos más aceptables y más diversos; y 
también dismínuyó daramente el riesgo de intoxi- 
caciones alimentarias. 

Mientras que hoy, en los países muy industrializa¬ 
dos, el valor dei placer de los alimentos fermenta¬ 
dos está en prímer plano, en los países en desarro- 
11o tienen su original importante valor. En estos paí¬ 
ses todavia se estropea un tercio de los alimentos. 
La fermentación es, en comparadón con las moder¬ 
nas técnicas de enfriamiento, conservación quími¬ 
ca y iiofllización, más barata y puede realizarse fácil- 
mente, no requiere aparatos caros y sus productos 
se aceptan psicologicamente de modo tradicional. 
Además, permite crear puestos de trabajo. 

■ 1.9 Los mohos cooperan con las 
bactérias y producen queso 

La leche es rica en todos los nutrientes, vitaminas y 
minerales; por lo tanto, ya era importante en los 
albores de ia agricultura y la ganadería, para conse¬ 
guir este conteoido en matéria. El profesor de fisio¬ 
logia Jared Diamond considera la utilízación dei 
ganado como un factor crucial dei desarrollo de los 
continentes: solamente en Eurasia había animales 
domesticables, Gracias a la cabra, ei cerdo y espe- 
cíalmente los bueyes adiestrados, se acelero el de¬ 
sarrollo agrícola. EI caballo llevó a una movilidad 
insospechada* En América solamente se domestica- 
ron llamas y alpacas; en Àustralia ningún animal. 
Los animales domésticos proporcionaban carne, 
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Cuadroi.7 Los chinos no sólo 
inventaron la pólvora 

Patrick McGovem, de la Univemidad de 
Pennsyl vanía, tiene un trabajo de ensueno: 
combina la química analítica con la arqueio 
gfa, investiga las pistas dei vino. En estos 
momentos está realizando una investigadón 
detectivesca-histórica sobre la púrpura de los 
emperadores obtenida dei molusco Murex 
trunculus. McGovem defiende la “hipótesis 
de Noé”: el bíblico Hoé 11 ego a tierra en e! 
monte Ararat, actualmente al este de Tur¬ 
quia p y empezó el cultivo dei víno. La agrí- 
cultura se estableció en realidad en Ararat, 
con la “domesticadón” dei grano de trigo. 

McGovem ínició la comparacibn dei DNA 
dei vino natural (véase Gap. IO). 


Recipientes de vino chinos y huesos oraculares 

El víno euraslático natural (Vitís vtnifera 
sylvestrís) se encuentra desde Espaila hasta 
Asia Central. La elaboracíón dei vino proce¬ 
de de estos vinos naturales. McGovem bus- 
ca en las montarias turcas Taurus (donde 
nate el Tlgris) el lugar donde pudo tener 
su origen el vino natural. José Vouillamoz s 
dei Istituto Italiano Agrário di San Michele 
alf Adige, en Trento, y Ali Ergül de la Uni' 
versidad de Ankara, están en el equipo de 
DNA. El equipo colecdona todas las posibi- 


Udades de cultivadores de vino locales. Se 
quiere seguir el origen de la formación dei 
vino. 

Los Investigadores buscan también fragmen¬ 
tos de arcilla con restos de vino, Un indicio 
potente corresponde al tartrato (ácido tartá- 
rico], investigado en su tiempo por Louis 
Pasteur, que se encuentra en el vino, 

Hace diez anos, Patrick McGovem creia 
ya que ias pistas más antiguas dei vino y de 
ía cerveza de cebada son de hace 7400 anos, 
en el pueblo iraní Hajll FIruz Tepe. 

Sin embargo, ahora se han encontrado en 
Jiahu, en la província Henan de China, 
los más antiguos “huesos oracuiares”, con 
caracteres chinos, y flautas de huesos de ave 
y fragmentos de arcilla. Se tomaron 16 frag¬ 
mentos de arcilla de 9000 anos de antigüe' 
dad con restos de vino dei Museo de 
Pennsylvania de Arqueologia y Antropologia, 
en Filadélfia. Además, 90 recipientes de 
bronce cerrados de la Dinastia Shang. 

Combinando la cromatografía de gas y de 
líquido, la espectrometría de infrarrojos y 
el anáiisis de isótopos, se observó que el vino 
contenía una mezcla compleja de arroz fer¬ 
mentado, cera de abejas, frutas de espino 
(que mostraron un alto contenido de azúcar 
y posíblemente las levaduras para la fermen- 
tación) y vino natural. 

Ó000 anos más tarde, en la Dinastia Shang, 
la enologfa había hecho avances consídera- 
bles. El vino dei emperador Shang de los 
recipientes de bronce contiene restos de flo¬ 
res (crisântemos), resina de pino (que 
recuerda la moderna retsina ghega), restos 
de alcanfor, aceitunas, taninos ácidos y tam¬ 
bién ajenjo (que más tarde tomaron fatal¬ 
mente los bebedores de absenta de la Belle 
Époque parisma de Toulouse-Lautrec). 


McGovern no probó el vino de Shang aro- 
mático, pues los recipientes contienen hasta 
un 20% de plomo.,, ilnteresante! El víno, 
como se sabe, e$ ácido, y por ello dísuelve 
los metales de modo sobresaliente. Como los 
romanos de cl ase alta con sus tazas de pio- 
mo, los emperadores chinos también debie- 
ron envenenarse; con sintomas de cálambres 
hasta ía locura. El plomo es, como todos los 
metales pesados, un potente inhibidor para 
las enzimas, pues los metales pesados atacan 
tos puentes disuifuro de las proteínas 
(Gap. 2). 

Àlgunas bebidas chinas de 9000 anos de 
antigliedad se preparaban con mijo de paní- 
cuia, y esto es asombroso, pues las mismas 
trazas de mijo se descubríeron también en 
los vinos iraníes de 7500 anos de antigue- 
dad. Parece ser que se desarrolld un inter¬ 
câmbio de ideas en Asia Central. 



Recipiente de bronce en Forma de animal (Hsh 
tsun) t de China, para eeremonias de vino 


Para Patrick McGovern, el estúdio dei vino 
con todas sus conexiones sociaies y econó¬ 
micas es la puerta a las cívüizadones anti¬ 
guas: “una buena boteila de Merlot o Shiraz 
nos puede ayudar hoy a entender los senti- 
mientos de la historia*. 




leche y estiércol, y tiraban de tos arados. Los pro- 
ductores de leche, como vacas, ovejas, cabras, taba- 
llos, renos, búfalos indios, yac y cameüos, repartie- 
ron en el matadero la mayoría de las cantidades de 
proteína que íiabfan conseguido durante su vida. 
Mediante la fermentación láctica se hlcíeron dura- 
deros los productos de la leche. 

De la leche agria se obtuvo quark por filtración det 
componente sólido, y a partir dei quark se produjo 
una forma almacenable, el queso. Los humanos des- 
cubrieron muy pronto que la preparadón dei queso 
(Cuadro 1.5) resiste mejor si se anade a la leche una 
sustancla digestiva dei estômago de los temeros, Ia 


enzima coaguladora. La enzima coaguladora (tam¬ 
bién denominada renina] coagula la proteína de la 
leche, la caseína. En la coagulación, los componentes 
sólidos de la leche forman grumos muy rápido y Ile- 
gán a ser también mucho más sólidos que si ésta se 
deja simplemente agriai 

En la preparadón dei queso se ahaden a la leche 
bactérias lácticas como cultivos de arranque y ade¬ 
más la enzima coaguladora. Generaimente la leche 
coagula en 30 minutos y se pone espesa: la caseína 
precipita y se agrega. Después de presionar el suero 
líquido se mezcia el quark creado con sal y se corta 
en piezas. 



Fig. 1.27 Fermentación de 
saque en un cómic de cuan- 
do el Prof. Shimízu (Uni ver si- 
dad de Kyoto) era estudlante. 
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Cuadroi.8 Historia de 
la biotecnologia: 

Pasteur, LiebigyTraube — 
iQué es la fermantación? 

Casi transcurrieron 200 anos desde los descia 
brimlentos de Leeuwenhoek antes de que los 
mícrobios fueran otia vez el centro de interés. 
A mitad dei sigío XIX prosiguió el desarrollo 
industriai de las grandes fábricas. Tampoco 
el alcohol se producfa ya en pequenas famílias 
emprendedoras, sino al por mayor Cada vez 
se necesitaban más urgentemente, por lo tan¬ 
to, conocimientos exactos sobre los procesos 
de fermentación, para evitar fracasos costosos. 



Louis Pasteur {i 82 2-189 5). fundador 
de la mlerobiologia y la biotecnologia, 
en el taboratono 


En la ctudad francesa de Lille, en el afio 
1856, un conoeedor, Monsieur Bigo, visitan- 
te de una fábrica de alcohol, habló con el 
profesor de química Louls Pasteur (1822- 
1895). El hljo de B3go estudió con Pasteur. 

El padre Bigo ínformó a Pasteur sobre una 
rara enfermedad que atacaba a muchos de 
sus barriles de alcohol. Del jugo de azúcar de 
remoiacha no se formaba sino un líquido 
gris, viscoso, con olor a ácido. Pasteur empa 
quetó su microscópio y se fue a la fábrica. 

A1LÍ tomó muestras de barriles “enfermos* 
y *sanos\ El alcohol “sano"' condene, como 
se analizó mediante observadón microscópi¬ 
ca, pequefias esferas amarillas, ias levaduras 
que formaban racimos. Como con los gérme¬ 
nes, brotaban semílias desde la parte lateral 
de las pequenas bolas. Las levaduras, pues, 
vlvían, Su vida causaba la converslón de azú- 
car en alcohol Después Pasteur Investlgó la 
masa viscosa. No descubiid en ella rdnguna 
ievadura, pero sín embargo sf pequenos pun- 
tos grises. Cada punto contenía una estruc- 
tura tangible de palitos temblones, millones 


de palitos en cada punto gris. La matéria áci¬ 
da, que producfan los palitos, se demostró 
por análísis químico que era ácido láctico 
(lactato). 

Pasteur dejó caer unas gotas dei liquido que 
contenía los palitos en una botella con una 
dísolución ciara de Ievadura y azúcar. Tras 
un tfempo breve también habían desapareci¬ 
do aqui las levaduras, y los palitos domina- 
ban el campo. Se creaba de nuevo ácido lác¬ 
tico en lugar de alcohol. 

Los palitos descubiertos eran bactérias. 
Tomaron su nombre de su forma: la palabra 
griega para palito es bakteriôn. Las bactérias 
producfan obviamente ácido láctico median¬ 
te la fermentación láctica dei azúcar, mlen- 
tras que las levaduras fermentaban a alcohol 
y al gas dióxido de carbono. 

Poco después dei descubrimlento de las bac¬ 
térias lácticas en los barriles de alcohol, 

Louis Pasteur fue requerido por los viticulto¬ 
res en Arbois (el padre de Pasteur habia sido 
curtidor en Arbois), Ellos tenfan problemas 
con la fermentación dei vino. Una y otra vez 
obtenfan dei jugo de las mejores uvas un 
vino graso, denso, amargo. También aqui 
encontró Pasteur, en el caprichoso vino, en 
lugar de levaduras pequenas bactérias, que 
sln embargo formaban estructuras como un 
coliar de perlas. Pasteur descubrió en sus 
investipciones básicas los diferentes tipos de 
bactérias que arruinan el vino. Fínalmente 
pudo pronosticar a ios perplejos viticultores 
qué sabor tendría una muestra de vino, jsin 
que tuviesen que pagar previamente! Para 
ello observó la muestra ba]o ei microscopío y 
determinó el üpo de Ievadura o de bactéria. 
Pasteur encontró que es suficiente calentar 
brevemente el vino para matar las bactérias. 
La mísma técnica también era apropiada para 
proteger la leche de agriarse, Este proceso, 
con el cual se mata la mayoría de microorga¬ 
nismos conte nidos en una sustancia, se deno¬ 
mina hoy, en honor a Pasteur, pasteurlzación, 

La pregunta sobre la naturaleza de ia fer- 
mentarión no preocupó solamente a Pasteur. 
En ISlOJoseph Louis Gay-Lussac (1778- 
1850) demostró que en la fermentación de 
jugo de uva a partir dei azúcar de uva [gluco- 
sa) se origina alcohol etílico y el gas dióxido 
de carbono, A mediados dei siglo XIX, el 
famoso químico alemán Justus von liebig 
(1803-1873) propuso una teoria. Alegó que 
para la formadón de alcohol intervenfa un 
puro proceso químico y no un proceso bioló¬ 
gico, Liebíg encontró sendllamente ridículo 


que la fermentación fuera producida por 
pequefios seres microscópicos. Más bien 
deberfan ser “vlbraciones" en ia descomposi- 
ción de la matéria orgânica sobre la transfe¬ 
rencia dei azúcar y su utilización a C0 2 
y alcohol. En todas las fermentadones alco- 
hólicas se encontraban sin embargo, levadu¬ 
ras, o sea seres vivos. 



Justus von Liebíg {1803-1873), el mayor 
químico deI siglo XfX, er su labo rato rio de 
química en Gleben 


Louis Pasteur, todavia al principio de su 
carrera científica, empezó una lucha dentffl- 
ca vehemente con ia autoridad Internacional 
Justus von Liebig: “iSin levaduras vivas no 
hay alcohol!” insistia tercamente Pasteur. 

Liebig se burló por otro lado: “Cierta gente, 
que piensa que el proceso de fermentación 
se debe a amrrca/a/fesfanimalitos), se pare- 
cen a ninos que creen que la circulación dei 
rio Rhin la producen las palas de las medas 
de los molinos de agua que se encuentran en 
su orílla”. La disputa se inclinó hada un lado 
0 bada el otro durante afios. Finalmente se 
decidió tras la muerte de Pasteur y de Liebig, 

Pasteur dívulgó en 1876 los resultados de 
dos décadas en un hbro de envergadura. “La 
fermentación es la respiradón sin oxigeno”, 
aclaró Pasteur. Sirve como “impulso” de los 
seres vivos, para generar energia. Todos los 
seres vivos requieren energia para la vida, 
Obtienen esta energia en su metabolismo 
prindpalmente mediante la degradadón de 
azúcares, grasas y proteínas en sus células 
corporales. EI azúcar, por ejemplo, se quem a 
en las células al gas dióxido de carbono y 
agua. Ambos productos abandonan las célu¬ 
las. La energia liberada entonces es utilizada 
por el cuerpo, por ejemplo, para el movi- 
miento de sus músculos. Para esta combus- 
tión “frfa” Ias células necesitan el oxigeno 
dei aire, como es necesario en la combus- 
tión “caliente” de Ia madera a cenlza. Sin 
oxigeno, los animaies y las plantas superio- 
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res no pueden generar energia y por consi- 
guiente no víven. Los microorganismos pose- 
en, en cambio, un tipo de respiración de 
emergencia en ausência de oxigeno: la fer¬ 
menta cíótl Seguramente esta soludón de 
emergencia proviene de los inicios de la 
vida, pues en la Tierra adn no habfa oxigeno. 
Se liberó más tarde por las plantas a partir de 
agua (fotosíhtesís). Antes, en una atmósfera 
pobre en oxigeno, la fermentarión fue para 
los microbíos antiguos la forma normal de 
obtener energfa. 



iTenía razón Pastenr T pues, al decir que sin 
microbíos no es posible la fermemacitín? 
Moritz Traube (182 ó-1894), un estudiante 
de Líebig, dijo ya en 1858 que las fermenta- 
ciones no víenen necesariamente de la 
actividad de las ievaduras, sino que más 
bien constan de procesos químicos, que son 
catalizados por 11 fermentos” oxidantes y 
reductores, Traube caracterizó los fermen¬ 
tos por prímera vez como materíales protei¬ 
cos que actúan catalíticamente, como molé¬ 
culas químicas definidas, que pueden actuar 
por su propía oxidadón y reducción en los 
organismos, pero también en reacdones de 
oxidadón y reducción fuera de las células 
vivas. 

Dividió los fermentos, en consecuencta, 
según el tipo de reacdón. Más tarde senaló la 
necesidad dei contacto molecular directo 
entre la enzima y el sustrato para la reacdón* 

Hasta ahora no se menciona en la bibliografia 
de la historia de la bioquímica que él ya for- 
muió las consideraciones cualttaüvas para la 
cinética de las reacdones, y por primera vez 
la dependenda dei tiempo de reacdón y la 
cantidad de fermento. 

En 1897, Eduard Buchner (1860-1917) 
realizó el experimento decisivo, que acabó 
con la lucha entre Líebig y Pasteur {véase 
Gap. 2). 


En la fabricación de quesos blandos, como el 
Camembert y el Brie, se cuida de que en la superfície 
de la “masa de queso" crezca moho* Desde hace tíem- 
po se han usado mohos muy especiales en los peque¬ 
nos lugares franceses Camembert y Roquefort Por 
ello, los quesos producidos en sus pueblecítos se 
dencrainaron según los diferentes lugares* 

Los quesos duros, como el Emmental, se endure- 
cen en la denominada prensa dei queso y son más 
duraderos que los quesos blandos. A la masa dei 
queso se anaden mohos especiales. Los hongos no 
crecen entonces en la superfície sino en el interior 
dei queso, sí se suministra suficiente aíre. Para ven- 
tilarlo se pincha la masa dei queso con brochetas 
con estrechos canales de aire* En el queso maduro 
puede reconocerse el cultivo de) moho a lo largo de 
los canales de las brochetas, 

Los agujeros y el aroma de los quesos duros, como 
el Emmental, se debe a las bactérias dei ácido 
propiónico que fermentan, en el interior dei que¬ 
so, el azúcar a ácido propiónico, ácido acético y 
C0 2 , El lubricante rojo dei Limburger y el Romadur 
también viene de las bactérias, que crecen en la 
superfície dei queso, 

Reconocemos los mohos a simple vista, pues al 
contrario que las Ievaduras son seres pluricelula¬ 
res. Sín embargo, generalmente se ven sólo los 
productores de esporas. Las setas de los bongos 
comestibles, tal como los conocemos en las expo- 
siciones de setas, son productoras de esporas 
[cuerpos fructíferos). 

El cuerpo verdadero dei hongo no es distinto entre 
los bongos comestibles y los mohos. Consta de 
hilos largos, delgados, el micelio (dei griego 
mykes , hongo). Del micelio crecen bacia fuera los 
productores de esporas (esporangios). Fabri- 
can miles de esporas, que se lleva el viento o son 
arrastradas por el agua de lluvia. Las esporas ger- 
minan en un lugar rico en nutrientes y forman un 
nuevo micelio. 

Los quesos productores de mohos con esporan- 
gio en forma de pincel se denominan según la for¬ 
ma de sus productores de esporas. Su nombre lati¬ 
no es Penicillium (pincelito en latfn). 

Los mohos con esporangio en forma de rega¬ 
dora [Aspergülus) crecen sobre el pan y la merme- 
lada. Al contrario que los mohos, inofensivos para la 
preparación dei queso, Aspergülus fiãvus puede, 
por ejemplo, produdr afíatoxina, que puede activar- 
se en el hígado por el sistema enzimático dei cito- 
cromo P-450 captador de oxigeno y provocar cân¬ 
cer de hígado (Gap. 4). 



Fig. 1.28 El duque de Bavie¬ 
ra GuHtermo IV (1493-1550) 
promulgo en 1516 la ley de 
pureza. 

Abajoi documento de la ley. 


Redacddn de la Ley de 
pureza (extra etú) 

"Queremos es peda Imente 
que, en todas partes de 
nuestras riu d ades, merca¬ 
dos y en las Üerras, en ningu 
na cerveza se puedan usar 
y utilizar más mate ri ales 
que sólo eebadajúpulo y 
agua, QuÊen reriba nuestra 
ordeny a sabiendas no Ea 
cumpla, debe dar como 
multa este barril de cerveza 
a las autoridades de justida. 
tan a menudo como ocurra 
esto, se retirará indulgente¬ 
mente. 1 ' 

Postulada por Guillermo IV 
Duque de Baviera, el día de 
San Jorge dei afio 1516 en 
Ingolstadt, 
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Fig. 1*29 Publicidad de la 
salsa de soja. 



Fi 5.1*30 AnEigua fermenta - 
ción combinada con la 
tecnologia moderna: en 
ias bolas de algínato, las 
células de leva dura 
encerradas (ínmovilízadas) 
(véase Cap. 2) producen eta- 
nol continuamente, que se 
utiliza en los hogares japo¬ 
neses (dibujo no muy serio 
de los anos 1980). 


■ 1.10 Sake y salsa de soja 

En ei este de Asia (Japón, China, Carea) se utilizan 
los mohos, desde hace siglos, para deseomponer las 
habas de soja y el arroz ricos en proteínas con las 
enzimas dei moho (amilasas fragmentadoras de 
almídón, proteasas fragmentadoras de proteína) 
para una posterior fermentación alcohólica y láctica. 
La salsa de soja [Shoyu) (Cuadro 1.6 y Fig. 1,29) 
es para nosotros en Europa la más conocida; en 
Japón se producen y se utilizan anualmente alrede- 
dor de diez litros por cabeza (I). Consta de una mez- 
cla de trigo y soja que se trata con esporas de Asper- 
güius oryzae 0 Aspergiütis soyae como cultivos 
competidores. 

Las enzimas eliminadas de los hongos descompo- 
nen la proteína de las habas de soja y las moléculas 
de almídón dei trigo; además, se anade sal de coci- 
na a altas concentracíones para inhibir la putrefac- 
ción. En ocho a díez meses se desarrollan las leva- 
duras y Ias bactérias (cepas de Pediococcus) y con- 
ducen ia fermentación hasta el final. Entonces se 
separa la salsa de soja por presión. 

De modo similar se produce el vino de arroz 
(sake) (Fig. 1.27), Prímero se debe degradar el 
almídón dei arroz a azúcares fermentables, Esto 
ocurre mediante enzimas (amilasas) que los mohos 
ceden al entorno* A continuadón los azúcares asf 
formados se fermentan a alcohol mediante cepas de 
Saccharomyces. 

El vino de arroz, por lo demás, contiene aproxima- 
damente un 20 % de alcohol en volumen, que no es 
ninguna menudencia si uno considera que muchos 
pueblos asiáticos se diferencian de los europeos en 
la dotación insignificante de enzimas de su hígado, 
pues poseen una variante molecular (isoenzíma) 
de la acetaldehído deshidrogenasa que degrada más 
lentamente que la isoenzíma “europea” el produc- 
to de la alcohol deshidrogenasa (Fig. 1.13). Como 
consecuenda de ello, cantidades menores de alco¬ 
hol en los asiáticos tíenen indudablemente el mís- 
mo efecto de embriaguez que las mayores en los 
europeos (jmuy económico!), y las consecuencias, 
por todos conoddas a la mahana siguiente dei pia- 
cer son, también más graves. 

■ 3.11 iQué es en realidad 
la fermentación? 

Todos los procedímientos y procesos de fermenta- 
ción descritos hasta ahora se aplicaron y se aplican 
por los humanos desde hace míles de anos. Las 
experíendas así recogidas pasaron de generaeión en 


generación, Sin embargo, se desconocía lo que era 
en realidad la fermentación y como se ponfa en mar¬ 
cha* En el sigio XK Louís Pasteur (1822-1895) 
aclaró el asunto* Colocó Ia primera piedra para ei 
dominío de los procesos técnicos, en los cuales los 
microorganismos son los “anímales de carga", y por 
ello es uno de los padres de la biotecnología moder¬ 
na (Cuadro 1.8). 

La fermentación alcohólica esta causada por las 
levaduras. Degradan azúcar, con la utilización de 
aire, a alcohol y dióxido de carbono. Las levaduras 
pueden respirar bíen en presencia de oxigeno o fer¬ 
mentar* Mediante la fermentación, sin embargo, 
origínan mucha menor energia que con la respira- 
ción. Sin oxigeno se muítiplican aproximadamente 
20 veces más despacio que con suficiente oxigeno. 
El ser humano lleva las levaduras, por así decírio, a 
una situación de necesidad, para obtener alcohol o 
en la cocción dei pan con las burbujas de dióxido de 
carbono para hacer esponjosa la masa. 

Para sobrevivir, las levaduras deben procesar mucho 
más azúcar en la fermentación que en la respíración. 

] Por eso las fermentacíones son tan productivasl Sin 
embargo, si se utilizan grandes cantidades de leva- 
dura, por ejemplo para empezar bioprocesos o para 
producir levaduras de forraje, si las levaduras deben 
también multiplicarse el oxigeno se bombea adicío- 
nalmente a la disolución de alimentación* Entonces 
se origina sólo poco alcohol. 

junto a las levaduras, como “aeróbicos facultativos" 
con su doble vida, hay también mícrobios, para los 
que son mortales las más pequenas cantidades de 
oxigeno (anaeróbicos estrictos), por ejemplo las 
metanobacterias -forman metano sólo en ausência 
de aire- o los clostridios, que también pueden vivir 
en los alimentos enlatados sin aire y causan peligro- 
sas íntoxicacíones alimentarias. 
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Ocho preguntas 
de autoevaluación 

ZEn qué se dlferencian las células 
procariotas de ias e uca notas (por 
to menos tres características)? 

zPor qué ei alcohol se denomina 
la leche materna de la civiliza- 
ción? zQuién descubrió el vino? 

ZPor qué motivos bioquímicos 
la fermentación libera grandes 
cantidades de producto en corto 
tiempo? 

iEn qué se diferenciar fas bacté¬ 
rias de tas levaduras? Cite dos 
apllcadones biotecnológicas para 
cada una* 

zQué estimulante se origina 
mediante fermentación? 

ZPor qué el alcohol mhibe 
el crecimiento de las bactérias? 

SI las levaduras tuviesen “elec- 
ción", zproducirían alcohot? 

iQué puntos de vista defendió 
Justus von Lfebig en la dlscusiõn 
sobre la fermentación y cuáles 
Pasteur? zQuién tenta razón 
finalmente? 
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Fig.2.1 En 19266! 
americano James B, Sumner 
(1887-1955) fue el primero 
en obtener la enzima ureasa 
cristalina y consiguiõ a na 15 - 
zar las pro piedades de la 
proteína. 



Fig* 2,2 John H. Northrop 
(1891-1975) cristalizo entre 
1930 y 1933 las enzimas de 
la digestíon tripsína y pepsi- 
na* y demostro que constaban 
exclusiva mente de proteína. 
Solo entonces aceptaría el 
descubrimiento de Sumner. 
Ambos obtu viera n en 1946 
e! prêmio Nobel. 



Fig* 2*3 Otto Heinrich 
Warburg (1883-1970) descu- 
brió el cofactor nícotínamida 
adeninadinucleôtido (NAD) 
y las enzimas de la respira- 
ción que contieren h ferra* 
como la citocromo-oxidasa 
(véase Fig. 1.14, Cap. 1). Fue 
distinguido conel prêmio 
Nobel en 1941, 


■ 2.1 Las enzimas son 
biocatalizadores eficaces 
y específicos 

Las enzimas cambian, conducen y regulan casi 
todas las reacciones químicas de las células vivas. 

Hasta ahora se han descrito en detalle mãs de 
3000 enzimas diferentes. Se sospecha que en la 
naturaleza hay hasta 10 000 enzimas distintas. De 
aigunos tipos de enzimas existen sólo unas pocas 
moléculas en una célula; de otros, en cambio, de 
1000 a 100 000. Todas las enzimas actüan como 
catalizadores biológicos; convierten sustancías, 
a meoudo en fracciones de segundo, en otros pro- 
ductos, sm cambiar ellas mismas ai hacerlo. 

Las enzimas aceleran la consecudón dei equilibrio 
de las reacciones químicas en un factor desde algu- 
nos miikmes hasta un billón* Posibüitan con ello, en 
primer lugar, los procesos de ia vida, La formación 
de aicohol y dióxido de carbono a partir de azücar 
-que realizan las enzimas en las células de levado- 
ra en unos poços segundos- duraria sin enzimas 
miles de anos, y por lo tanto seria prácticamente 
imposible. Las enzimas son biocatalizadores alta¬ 
mente efectivos y potentes. 

En todas ias células de alrededor de una décima de 
milímetro hasta una milésima de milímetro de diâ¬ 
metro transcurren ordenadas miles de reacciones 
enzimáticas por segundo* 

Esto funciona sólo si cada uno de los catalizadores 
moleculares participantes, entre miles de sustancías 
diferentes en la célula, reconoce U su í? sustrato, que 
convierte en “su” producto (Cuadro 2* I). La bíocata- 
lización se realiza en el centro activo [active site ) de 
la enzima. 

Casí todos los catalizadores biológicos son proteí¬ 
nas. Sin embargo, tambíén el RNA [ácido ribonu- 
cleico) puede actuar bíocatalíticamente (véase 
Cap. 3.2). A menudo se degrada mediante esta 
ribozima otros RNA. Pero se pueden construir 
aptámeros artificialmente, que se unen a las sus¬ 
tancias deseadas [véase Cap* 10). 

Ya en 1894 el químico alemán, y más tarde ganador 
dei prêmio Nobel, Emil Fischer (1852-1919) 
(Fíg* 2*4), dijo que ias enzimas reconocen sus sus- 
tratos “probando" según el principio de la llave y 
la cerradura [lock and key). Una hendídura en la 
superfície, el centro activo de la enzima, debe pose- 
er una forma en la que, en el espado, la molécula 
de sustrato entra exactamente, como una llave en 
la cerradura a que pertenece. Las moléculas con 


câmbios insignificantes ya no entran en interacdón 
con la enzima. El principio de la llave-cerradura sír- 
ve para explicar la primera regia de la elevada capa- 
cídad de selección, la especificldad de sustrato de la 
enzima. También explica por qué los Inhibldores 
de enzimas (por ejemplo la penicilina) competiti¬ 
vos se parecen espacialmente ai sustrato: bloquean 
el centro activo de la correspondiente enzima [inhi- 
biclón competitiva) como una “ganzúa" que perma¬ 
nece colocada en la cerradura. 

Un experimento bioquímico sendllo clarifica la 
especificldad de una enzima (Cuadro 2*1), Hay que 
tener en cuenta que enzimas como la glucosaoxidasa 
(Fig. 2.5), para los mecanismos finos de sintonización 
en Ia célula, deben poseer una alta especificldad de 
sustrato (comparable a la segurldad de las cerradu- 
ras). Tales enzimas actüan principal mente con alta 
especificldad* 

Las enzimas extracelulares, como las que degradan 
proteínas (proleasas) o almídón (amilasas), son en 
cambio poco específicas. Trabajan fuera de las célu¬ 
las y no sería rentable construir una enzima especial 
para cada proteína o poUsacárido especial a degradar. 

Veamos dos proteasas extracelulares que se 

segregan de ias células al medio circundante: 

• Una enzima como la tripsína debe poder frag¬ 
mentar todas las proteínas dei estômago dei cer¬ 
do o dei ser humano en trozos más pequenos. La 
tripsina tiene, por un lado, sólo una baja especi- 
ficídad de sustrato, pero una alta especificldad 
de acción: fragmenta en concreto todos los enla¬ 
ces de la proteína, exactamente en unos lugares 
de unión de aminoácídos determinados y exac¬ 
tamente establecídos [sobre el carboxüo de la 
cadena de restos de lisina o argimna en ia cade- 
na peptídica). La tripsina se utiliza también para 
la síntesis específica, para la converslón de la 
Insulina de cerdo en insulina humana [Cap. 3). 

• Por el contrario, la subtilisina microbiana casi 
no distingue entre las cadenas laterales de los 
aminoácídos, entre los cuales se fragmenta el 
enlace peptídico. Posee una amplia especificldad 
de sustrato y de acción. La subtilisina es segrega¬ 
da al medio por Bacíllus suhtilis, donde destru- 
ye las proteínas en fragmentos “aceptables” y 
por ello es una “rotura general ideal” -muy apro- 
piada para su uso en bíodetergentes (Fig. 2.17). 

La especificldad de acción sirvió como base para una 
dasificación y designaeión uniforme de Ias enzi¬ 
mas (Cuadro 2*3), la nomenclatura de enzimas (BC) 
delalUPAC. 
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Guadroz.i Cómo reconoce (a GOD 
un azúcar de forma altamente espe¬ 
cífica y lo transforma 

En un vaso de reaccíón se encuentra una mez- 
cla de hidratos de carbono: glucosa (azúcar de 
la uva}, fmctosa (azúcar de la fruta), sacarosa 
(azúcar de remolacha o de cana), mal tosa (azú¬ 
car de malta) y aimídón. 

Si anadimos a la mezcla la enzima glucosa oxi- 
dasa (GOD) y tras algún tiempo analizamos la 
disolución quimicamente: jla glucosa desapare¬ 
ce casi por completo! En su lugar se sustituye 
por otra sustancia -gluconolactona, un produc- 
to de oxidación de la glucosa. Los otros hidra- 
tos de carbono quedan inalterados. La glucosa 
se convier te, obviamente mediante la glucosa 
oxidasa, en gluconolactona. La glucosa es, 
pues, el sustrato de la glucosa oxidasa, y la glu- 
conolactona el producto de oxidadón de la 
reaccíón enzimática. A partir de cinco hidratas 
de carbono diferentes, la p-D-glucosa simple- 
mente es seleccionada por la glucosa oxidasa 
como sustrato. Incluso la a-n-glucosa no es 
reconodda y por lo tanto no es convertida. 

(3-D-Glucosa significa que el grupo hidroxilo 
(OH) se encuentra en el átomo C 3 en la mitad 
superior dei plano dei anil lo, míentras que en la 
a-D-giucosa el grupo hidroxilo dei átomo C, se 
encuentra en la mitad inferior dei plano dei ani- 
11o. Además de la glucosa, tambíén el oxigeno 
se utiliza (se reduce) como segundo sustrato y 
por ello se origina peróxido de hidrógeno H 2 0 r 

La maltosa, la sacarosa y sobre todo el aimidón 
son sendllamente “una llave demasiado grande" 
para la glucosa oxidasa. La fructosa, mdudable- 
mente, entraria bien en la “cerradura enzimáti- 
ca" f pero debido a la falta de ajuste exacto no 
cíerra, y por ello no es transformada por la enzi¬ 
ma. Súlo la fk>glucosa se ajusta. 


Mezcla de diferentes az ü cares 

DOÔOO 

Fmctosa Sacarosa Maltosa 

xxxxxx 

Aimidón 



■ 2.2 La Lisozima: la primera enzima 
cuya anatomia y funciõn se enten- 
dieron en detalles moleculares 

La lisozima fue la primera enzima de la que se ada- 
ró su estructura espacial y cuyas propiedades se 
entendieron hasta el detalle atómico. Alexander 
Fleming ia descubríó algunos anos antes que la peni¬ 
cilina (Cuadro 2.4). 

La lisozima fue un modelo excelente para estudiar 
la interacción de enzima y sustrato. Ei de la lla¬ 
ve y la cerradura fue indudable e inicialmente un 
buen modelo que, sin embargo, demostro ser dema¬ 
siado rígido. Las proteínas son estructuras dinâmi¬ 
cas yflexibles. 


Una hipótesis formulada en 1958 por Daniel 
Koshland (nacido en 1920), ÓO anos tras el pos¬ 
tulado de Fischer, encontró una confirmación bri- 
Ilante para la lisozima. Su teoria de) “ajuste indu- 
ddo” (en inglês inducedfit) dice que el sustrato y 
Ia enzima, mejor que con el modelo rígido de lla¬ 
ve y cerradura, deben compararse con una mano 
móvil y un guante amigado, donde la mano (sus¬ 
trato) y el guante (enzima) ínteracdonan. 

Un guante no es un molde exacto de la mano, y 
puede existir en distintas formas, como puno o 
como guante abierto. Solamente coando se íntro- 
duce la mano se produce su ajuste espacial exacto 
(Fig. 2.-6). 



Flg, 2.4 Llave y cerradura: 
el ganador dei premi 0 No bei 
Emil Fiscber (1852-1919) 
propusoet princípio de la 
Llave y la cerradura en las 
enzimas. Este principio 
explica bien Ia complemen- 
taríedad de la pareja de 
reaccíón. 



Fig. 2.5 Estructura en el 
espado de la glucosa oxtda- 
sa (GOD). que es un d v mero. 
Es una oxídorreductasa que 
se aplica con mucho êxito 
en biosensores para medir 
el azúcar sanguíneo en los 
diabéticos (véase Cap. 10). 

El grupo prostético en el cen¬ 
tro activo de la GOD, flavína 
adenina dinucleótido (FAD), 
se representa en rosa. 



Fig. 2.6 La hexoquinasa, 
la primera enzima de la 
degradacíón de glucosa 
en las células, muesíra tras 
la unlõn de glucosa (liedia) 
un cambio en su conforma¬ 
do n (abajo). 


27 




BiotecnologÍa 


Cuadro 2.2 Historia 

de la biotecnologia: Cómo se 

descubrieron las enzimas 

Las reacciones enzimáúcas se observaron 
desde los tiempos más tempranos y se utili¬ 
zarem en la práctica. Ya Homero describio 
la coaguladón de la leche con la ayuda de 
zumo de higo [Flg, 2.7). Para ia preparación 
dei queso se usó el laboratorio dei estômago 
de un ternero. Los animales salvajes sacrifi¬ 
cados debfan “colgarse” antes de su prepara¬ 
ción para ser más gustosos. La exploradón 
de las enzimas empezó ya a princípios dei 

sigio xvni. 

Como fermentadón [en latín fermentum) 
se describe generalmente ia descomposidón 
de un sustrato en otro. En 1780, el italiano 
Lazarro Spalíanzani (i 729-1799) informó 
ai francês Antoine Ferchault de Réaumur 
(1Ó83-1757), el inventor de la primera esca¬ 
la de temperatura, de que la carne se llcua 
con el jugo gástrico de ias aves. 


r® 

I Lazarro Spalíanzani 

L IJwmrW™ 


A princípios dei sigio XIX se asumió en gene¬ 
ral que las fermentaciones son câmbios quí¬ 
micos que se producen a partir de algunas 
formas especiales de ínatertales orgânicos, 
las enzimas. 



Antoine Ferchault 
de Réaumur 
(1683-1757) 


En 1814, el miembro de la Academia de 
Científicos de San Petersburgo, el alemán 
GoHlieb Sigísrmmd Constantín Kirch- 
hoíf í 1764-1833] demostró que existe una 
sustanda en las semillas de los granos germi¬ 
nados que causa la transformaclón dei almi- 
dôn en azúcar. 

El director de una fábrica de azúcar parisina 
y más tarde descubridor de la celulosa, 


Anselme Payen [1765-1871), anunctó 
en 1833 junto con su colega Jean François 
Persoz (1805-1865) un “principio licuado 
dei almidon” a partir de la cebada germina¬ 
da. Con ello se observaron algunas cualida- 
des general es válidas para ias enzimas: relati¬ 
vamente pequenas cantidades de los prepa¬ 
rados podían licuar grandes cantidades de 
almídón. Esta característica se perdia al 
calentan La sustanda activa se pudo obtener 
en forma de polvo de la dísoludón y era de 
nuevo activa tras la redisolución en agua. 

La sustanda descrita, denominada diastasa 
[dei griego diastasis , separadón), fue la pri¬ 
mera enzima de plantas que pudo analizarse 
en el laboratório en forma purificada. 

El cofundador de la ensenanza de células 
Theodor Schwann (1810-1882) consiguió, 
tres anos más tarde, ob tener y analizar en 
forma pura una enzima animal dei jugo gás¬ 
trico, la pepsina. 


JfinsJâkobBerzeLius 
(1779-1848) dudó en 
1836 sobnemítes de 
procesos catalíticos en 
todos los seres vivos 

El gran químico sueco jbns Jakob Berze- 
lius (1779-1848) se avanzó a su tiempo con 
la observación de que los procesos fermenta- 
tivos son procesos catalíticos (dei griego 
kãtâíysiSy descomposidón). Los catalizadores 
se definieron como cuerpos cuya simple pre¬ 
sencia provoca actívldades químicas, que no 
pueden tener lugar sin ei los. 

Con una clara vísión profética escribió en 
1836: 

"Uegamos a sospechar con motivos funda¬ 
dos que en las plantas y los animales vivos 
se producen mil es de procesos catalíticos 
en tejídos y fluidos entre sí." 

Mediante otros descubrimientos, sin embar¬ 
go, el concepto * fermento” no está claro. 

En 1837, Theodor Schwann (1810-1882] 
descubrió concretamente que la putrefae- 
dón, 0 sea la descomposidón de una sustan¬ 
da y por lo tanto una fermentadón, se pro- 
du.ee con la íntervencíón de microorganis¬ 
mos. Se originó una situación extrana. Se 
diferencia entre dos ciases de fermentos, 
entre los “auténtícamente organizados" 



[por ejemplo levaduras y otros microorganis¬ 
mos) y los solubles “no organizados” [por 
ejemplo diastasa). Los fermentos no organi¬ 
zados deberían poderse separar de los proce¬ 
sos vivos. Según una proposidón de Wil- 
helm Friedrích Kiihne (1837-1900), se 
describieron en 1878 como enzimas £f para 
impedir malentendidos y evitar transferen¬ 
cias fatigosas”. 



Wilhelm Friedrích 
Kiihne (1837-1900) 
denomino en 1878 
enzimas a los M fermen- 
tos rio organizados” 


Los fermentos organizados fueron uno de 
los últimos bastiones dei vitalismo, cuyos 
partidários asumían un vis vitaíis (fuerza 
vital) de origen divino. Al principio se penso 
que los compuestos orgânicos no se genera- 
ban en el laboratorio, porque eran inheren- 
tesa una fuerza vital. 

La síntesis de la urea a partir de materiales 
inorgânicos por Friedrích Wdhler 
(1800-1882) hízo fracasar esta hipótesis 
en 1828. 



Friedrích Wòhler 
(1800-1882) 

Escribió a Berzelius: “No puedo, por así 
decirlo, sostener mi agua química, y debo 
decirle a usted que he podido generar urea 
sín tener que precisar para ello rinones ní 
ningún tipo de animal, sea humano 0 perro”. 



Edna rd Buchner 
(1860-1917), prêmio 
Nobel de química 
en1907 


En 1897 Eduard Buchner [ 18ÓÍ>1917) reali- 
zó el experimento decisivo que resolvíó com 
pletamente la disputa entre liebigy 
Pasteur. É1 queria saber si la fermentadón tam- 
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btén era posible sin células vivas y machacó las 
levaduras con un êmbolo tras la adición de tie- 
rra de diatomeas (Kleselgur) en un gran morte- 
ro. Posteriormente presionó la masa consegui¬ 
da y la envolvió en un fuerte lienzo, con una 
prensa hidráulica. El jugo de la presión de las 
levaduras, libre de células, puesto que no se 
descomponía, lo incorporó a una disolución de 
azucar concentrada durante la noche. Tras un 
breve espado de tiempo, sln embargo, en la 
disolución empezó a desarroilarse un gas acti¬ 
vo: ;se formaba dióxido de carbono! 

jPor primera vez se podia observar la fermen- 
tación alcobólica sin células vivas de levadu¬ 
ras, en una disolución libre de células! Por su 
descubrimiento revolucionário de la enzima 
“zimasa” Eduard Buchner obtuvo el prémio 
Nobel de química en el ano 1907. 

Se demostró, dos anos después de la muerte 
de Pasteur, que es posible una fermentación 
también sin células vivas. 

Pasteur y Liebig, cada uno tenfa razón a su 
manera: las fermentaciones eran causadas 
por micróbios, pero en realídad en estas con- 
versiones de los compuestos actuaban sus 
enzimas desde dentro [in vivo). Las enzimas 
son también capaces de actuar desde el exte¬ 
rior (/n vítro) de las células vivas. 



James B. Sumner ers el laboratorio. A pesar 
de ser manco T fue un hábil experimentador: 
erístali2â ureasa 


El siguiente resultado fue sensacional: jasom- 
brosamente se pueden cristalizar enzimas! 

En I92ó, el americano James B. Sumner 
(1S87-1955) (Fig. 2.1J fue el piimero que 
pudo obtener ía enzima ureasa cristalizada 
a partir de habas de soja y analizar las propíe- 
dades de ia protefna. 

Su compatriota John H. Northrop (1891 
1975} (Fig. 2.2} cristalízó entre 1930 y 1933 
las enzimas de la dígestión. Ahora era indis- 
cutible, tras una larga lucba, que las enzimas 
son proteínas. 

Sumner y Northrop obtuvieron juntos el pré¬ 
mio Nobel en 194ó. 


Después de su interacdôn activa y tras un estado 
de transición, la enzima y el sustrato se combinan 
exactamente. Las enzimas no unen en su centra 
activo al sustrato en su configuración original sino 
en el estado de transición (Figs. 2.1Q y 2.11 ]. 

Con ei entusiasmo inicial se asumíó que todas las 
enzimas trabajarían como la iisozima, según el 
princípio de la distorsión dei sustrato mediante 
la enzima -las causas de su alta capaddad catalE 
tica son, sin embargo, mucho más complejas 
(Cuadro 2.5). 

El “truco" más importante de las enzimas consis¬ 
te en que, debído a su estructura proteica, unen a 
los sustratos en una hendidura o grieta en la molé¬ 
cula de la enzima para convertirlos a corto plazo. 
En el centro activo se encuentran, concentrados 
en el espado más pequeno, los grupos químicos 
altamente reactivos (“efecto de proxímidacT, 
proximity effect). 

El sustrato se introduce totalmente a través de Ias 
cargas eo el centro -denominado algo poéticamen¬ 
te “efecto Gircê”-y se convierte quimicamente en 
fracdones de segundo. La propia enzima alcanza 
entonces de nuevo el estado de partida, de modo 
que tras repeler el producto pueda convertir otra 
molécula de sustrato. 

Por el orden espacial compacto y la acción concen¬ 
trada de los grupos reactivos en el centro activo de 
la molécula de enzima, la energia de acttvación 
requerida para causar la reacción quimica [entalpfa 
de activacíón libre) dísminuye drásticamente en 
comparadón con la reacción sin enzima. Mediante 
la facílitadón de la unión de los estados de transi¬ 
ción, las enzimas aceleran esencialmente la conse- 
cución dei equilíbrio de las reacciones químicas 
(Cuadro 2,5). 

En la zona de los lisozimas se podia estudiar de 
modo excelente euáles son los grupos y fuerzas efi- 
caces para constituir esta estructura en el espado de 
un centro activo (Figs. 2.9 a 2.11J: 

La estaMizadón de la molécula se produce a tra¬ 
vés de los diferentes grupos laterales de los amino- 
ácidos. Están ordenados en la cadena peptídica de 
tal modo que sobresakn, como las cerdas de un 
escoblilon, hacia todos los lados, Con un estallido 
de la cadena pueden, por lo tanto, participar fácil¬ 
mente en la interacdôn. 

La molécula consigue una solidez especial mediante 
los enlaces químicos, que se forman juntos entre los 
grupos laterales que contienen azufre (S-H) coloca- 



Rg. 27 Ya Homero (arriba) 
deseribió la coaguladón 
delalecbe con la ayuda 
de zurno de hlgo. Éste con¬ 
dene la proteasa fldna. 


jõns Jacob Berzelíus 
(1836): 

"Está pues demostrada que 
machos (...) cuerpos [...] 
poseen las propiedades de 
ejercer una influencia total¬ 
mente diferente sobre com¬ 
ponentes químicos relacio¬ 
nados, en lo que respecta a 
produdr una conversion de 
los componentes dei cuerpo 
en otras circunstancias, sín 
que necesarlamente estos 
componentes partídpen en 
ellas, en el caso de que oca¬ 
sionalmente pueda ser, [„.) 
Esto es una [...] nueva fuerza. 
[...] Lo nombraré la fuerza 
catalítica dei cuerpo y la des- 
composídón se realiza a tra¬ 
vés de la misma catai fets ” 
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Ejemplo 




Produdo 


Clase de enzima y principio 


d&3 

Oxidado 


Reduddo 

Glucosa oxi d asa Oxidorreduetasas Oxídacióny reducdõn 




Hexoquinasa 


S?I 

Transferencia de grupos 




RUBISCG 



Líasas 


N&> 

Formacíónde y adiclón 
a dobles enlaces 



Trlosafosfato i some rasa 


I some rasas 




D NA-ligas a 



Lígasas 



Conversíones internas 
de una molécula 



Cuadro 2*3 Cómo se denominan 
y dasífican las enzimas 

Émile Duclaux, un estudiante de Louis 
Pasteur, en ] 833 había propuesto, para carac¬ 
terizar una enzima, ariadir al nombre dei sus- 
trato Ja terminadón “asa". Así, por ejemplo, 
se nombraron las enzimas que degradaban 
éster como esterasas, las que fragmentaban 
celulosa como celulasas, las que fragmenta¬ 
ban proteínas como proteasas, Puesto que 
muchas sustandas pueden servir como sus- 
tratos de varias enzimas, pronto se fncluye- 
ron también los tipos de reacdones con los 
nombres, así por ejemplo glucosa oxidasa, 
glucosa isomerasa o glucosa deshidrogenasa. 

Junto con ellos exlstleron también todos los 
nombres trivial es posibles, en parte fantasio¬ 
sos, como enzima de ía respiración, enzima 
pH-5 f enzima antiguo amarillo.. . Esto produ- 
jo muchos malentendidos; adem ás, el núme¬ 
ro de enzimas conoddas crecía constante- 
mente: en 1964 fueron 900, en 1968 habfa 
ya 1300, y hoy se descríben detalladamente 
más de 3000 enzimas. A propuesta de la 
International Union of Biocbemistry (IUB) 
se dividen todas las enzimas segün su especí- 
ficidad de actuacídn en seis clases prinripa- 
les. Después de todo, es asombroso que la 
gran variedad de reacciones en todos los 
seres vivos se pueda ordenar solo en seis prin¬ 
cípios de actuación. 

Cada enzima recibe además un número de 
código segun la dasíficacíón de la IUB, que 
consta de cu atro dígitos (clase, grupo, sub¬ 
grupo, número de serie) separados nno de 
otro mediante puntos. El nombre exacto 
de la enzima se forma a partir de los sustratos 
participantes en la reaccíon enzimática y el 
nombre de la clase principal de la enzima. 

Así, oBcialmente, ia glucosa oxídasa se llama: 

(3-o-glucosa; 0 2 oxidorreductasa y tiene el 
número de código 1.1.3.4. 

Puesto que muchos nombres de enzimas son 
exactos, pero inoportunos y trabalenguas, las 
principales enzimas se denominan todavia 
con sus “nombres de pila”, o sea glucosa oxi- 
dasa, pepsina, etcétera. En las publicadon.es 
científicas se debe mencionar adícíonalmente 
el número de dasíficadón y el nombre oficial. 



Émile Duclaux (1840-1904) 
propuso elsufiio “asa” 
para la nomenclatura de 
todas las enzimas 
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dos entre dos componentes de aminoácidos de ciste- 
fna. Los cuatro puentes disulfuro (S-S) asf creados 
son el soporte crucial para la estmetnra espacial de la 
lisozima. Los íones metálicos pesados atacan, por 
otra parte, los poentes disulfuro de las proteínas, una 
razón parasu toxiddad. Las enzimas son inhlbidas de 
forma no competitiva por los metales pesados* 

La estructura espadai en forma de esfera (Figs. 2,8 
y 2*10] se estabiliza en un medio acuoso mediante 
grupos laterales polares y apoiares de los anünoáci- 
dos. Los grupos polares son hidrófilos (afines al agua) 
y por ello se dirigen hacia fuera en el agua- Los gru¬ 
pos laterales apoiares son en cambio hídrófobos (hos- 
tiles al agua) (Hg, 2.10)* Intentan aislarse fuera dei 
medio acuoso. Esto sólo lo consiguen colocándose 
juntos en el interior de la molécula enzimática y man- 
tenléndola asf unida, igual que las gotas de aceite se 
estabilizam en el agua. Adernas de las interaccíones 
de los grupos laterales también se forman, sín embar¬ 
go, íuertes enlaces entre átomos de oxigeno e hidró- 
geno cercanos dei “esqueleto” de diferentes aminoá- 
cidos, los conoddos como puentes de hidrógeno. 

■ 2.3 Los cofactores 
sirven como herramientas 
a las enzimas complejas 

No todas las enzimas son una molécula de proteína 
pura como la lisozima sino que utilizan una “herra- 
mienta”, componentes químicos adidònales, cono- 
eidos como cofactores. Tales enzimas “cualifica- 
das” tieneo también un complicado mecanismo de 
reacción* 

Los cofactores pueden consistir en uno 0 más íones 
inorgânicos (Fe 2 n Mg 2 % Mn 2+ 0 Zn 2+ ) 0 complejas 
moléculas orgânicas, las coenzimas* Algumas enzi- 
mas necesitan al mismo tiempo ambos tipos de 
cofactores* 

Las coenzimas son moléculas orgânicas que se unen 
en el centro activo de la enzima (0 cerca de él); 
modifican la estructura dei sustrato 0 transportan 
electrones, protones y grupos químicos entre enzL 
ma y sustrato, a menudo grandes distancias dentro 
de la molécula de la enzima, hasta que los líberan 
para utilizar de nuevo la enzima. 

Muchas coenzimas se forman a partir de precurso¬ 
res de vitaminas. Por ello requerimos un suministro 
indudablemente bajo, pero íninterrumpido, de cier- 
tas vitaminas. Por ejemplo, una de las coenzimas 
más importantes, la NAD + {nicotinamida adeni- 
na dinudeótido}, se forma de la vitamina niacina. 
Las principales vitaminas solubles en agua dei gru¬ 
po B actúan de modo similar a la niacina como pre- 
cursores de coenzimas* 
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Otto Heinrich Warburg (1883-1970, Fig. 2,3) des- 
cubrió la enzima de la respiradón dtocromo oxi- 
dasa (Cap, 1, Fig. 1.14) y el NAD. Su descubri- 
mlento y la siguiente clarifkación de su. estructu¬ 
ra fue un momento estelar de la bioquímica 
moderna. Si se carece de la vitamina niacina en la 
alimentación, determinadas enzimas (por ejemplo 
las deshidrogenasas) no pueden trabajar activa- 
mente en el cuerpo, y los afectados enferman de la 
avitaininosis peiagra. Warburg presentó la prueba 
óptica de Warburg, en la cual el NADH reduci- 
do puede ser cuantificado a la íongUud de onda de 
340 nm (el NAD^ oxidado no absorbe la luz de lon- 
gítud de onda 340 nm). Por ello se pueden medir 
importantes reaedones enzimáticas, tales como el 
análisis de glucosa con glucosa deshidrogenasa, 
aún utilizado hoy (véase Cap. 10)* 

Las vitaminas B 2 (ribofiavina), B 32 (cianocobaiami- 
na) y C (ácido ascórbico) se producen mundialmen- 
te a toneladas por procedimlentos biotecnoiógícos 
(Cap* 4)* 

Los grupos prostéticos son cofactores unidos 
potentemente. El grupo prostético de la glucosa 
oxidasa es ia flavina adenina dinudeótido (FAD), 
La peroxidasa y el citocromo P-450 tienen un gru¬ 
po hemo, como ocurre en la mioglobina y la hemo¬ 
globina. El grupo hemo consta asimismo de un ani- 


Fig. 2.8 Lisozima* 

Arriba: estructura primaria 
de la lisozima, serie (se cu e ri¬ 
da) de los aminoãddos en la 
molécula (estãn representa¬ 
dos los aoaminoãddos 
natu rales; se abredan según 
la nomenclatura internacio¬ 
nal; los puentes disulfuro 
( 55 ) entre los restos de dsíe- 
ína se destacam en color). 
Abafo: estructura terciarla 
dela lisozima,orden espa¬ 
cial de la cadena peptídica. 
De la enzima y dei sustrato 
unidos al centro activo se 
representa, por darídad, 
sõlo el “esqueleto central" 
de la cadena peptídka y dei 
anillo de azúcar (tas puentes 
disulfuro se destacan en 
color). 



Imagem espacial de la 
lisozima de clara de huevo 



Fig. 2*9 El modelo espacial 
de la lisozima construído 
como to hizo David Phillips. 
Arriba: tas primeros 3S restos 
amtaoácidos. En el centro: 
restos 1-86, Abafo: restos 
1-129. ta molécula completa 
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Fig. 2,10 Estructura tereiaria 
de la lísozíma y su sustrato. 
Se muestran todos ios áto¬ 
mos de ambas moléculas; 
se destacan los grupos late- 
rales de ios amlnoáddos dei 
centro activo, que participan 
en la uníón y conversicm dei 
su st rato. Asp 52 y Glu 35 sig- 
nifican ácido aspártíco en la 
posidóri 52 de la oadena 
peptídica y glutámico en la 
35. Posiciones de 129 amlno- 
ácidos. 


Fig. 2.11 Abajo: mecanismo 
temporal de la rotura dei 
sustrato -se muestran sólo 
[os anillos 4 y 5 dei azúcar- 
con los átomos mâs impor¬ 
tantes de su “esqueleto cen¬ 
tral", entre lo$ cu ales se rea¬ 
liza la separación. 

1. Uníón* dei sustrato al centro 
activo. 

2. Distorsrón dei anillo 4- dei 
azúcac 

3. Lin protón (H 4 ) dei ácido 
glutámico (Glu) ataca La 
uníón entre Los anillos 4* 
y 5 e dei aziicar. 

4. Se origina un ion carbonio 
(C 4 ) carga do positiva mente 
en el anillo 4 Q dei azúcar, que 
se estabiliza mediante un 
grupo cargado negativamen¬ 
te dei ácido aspártíco (Asp). 
La uníón entre Los anillos 4 S 

y 5- se separa, el primer pro- 
dueto (anillos 5-y 6-) aban¬ 
dona el centro activo. 

El ion carbonio se libera con 
un ion bidroJtílo (OH - ) de una 
molécula de agua. Ei protón 
de la molécula de agua com¬ 
pleta de nu evo el lugar no 
ocupado dei ácido aspártíco 
en el centro activo. 

5. Ei segundo produeto a 
separar está, por lo tanto, 
unido (anillos 1- a 4^ y se 
repele. 

6. La enzima se regenera 
completamente y puede unir 
La molécula de sustrato y 
convertida. Se convierten 
dos moléculas de sustrato 
por segundo. 
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11o de porfirina, en cuyo centro está unido un Ion 
de hlerro. 

En cambio, las coenzímas están enlazadas holgada- 
mente, unen sustratos y los transformam y por lo 
tanto también los utilizan. Al contrario que los sus^ 
tratos, sln embargo, son usadas por una variedad de 
enzimas (por ejemplo NADH y NADPH en casi 
todas las deshidrogenasas), regeneradas en las célu¬ 
las (véase 2. 13) y de nuevo utilizadas. Las enzimas 
que utilizan la misma coenzima son, por regia gene¬ 
ral, similares mecanísticamente. 

Los cofactores son ias “herramientas” de muchas 
enzimas. La parte proteica de la enzima encarna al 
“artesano”, dei cual depende que trabaje efectiva- 
mente con las herramientas* Sin su herramlenta, 
naturalmente, está indefenso incluso el mejor arte- 
sano, pero sin artesano la herramienta más bonita 
es inútil 

■ 2.4 Las enzimas 
pueden obtenerse de animales, 
plantas y microorganismos 

Con el descubrimiento de las enzimas de ia 
digestión se desarrollaron en el siglo XJX los 
métodos de obtención de enzimas de animales 
(Cuadro 2.2). Aún hoy se producen preparados 
crudos, como la pepsina de la membrana de la 
mucosa gástrica dei cerdo y dei buey, enzimas de 
laboratorio a partir de estômagos de ternero y mez- 
clas enzimáticas de tripsina, quimo tripsina, llpasas 
y amilasas de la glândula de la digestión {pâncre¬ 
as] dei cerdo, El vino de pepsina de la farmacia 
contiene princípalmente pepsina de estômago de 
cerdo. Con fines analíticos y medicinales se pue- 
den preparar enzimas altamente purificadas de 
órganos con alto rendimiento metabólico (carne 
muscular, hfgado, bazo, rinón, corazón e intestino 
delgado). 

Además de las enzimas de los animales se estudian 
también las enzimas de las plantas por sus posi- 
billdades de aplicacíón en la industria. Los cereales 
liberan, tras el hinchado y la germinación de la mal¬ 
ta, la enzima degradadora dei almidón (amilasa) y 
las fragmentadoras de proteína proteasas, que se 
utilizan desde la antigüedad en la fabricación de 
cerveza y la destilación de licores. 

Del jugo de las plantas tropicales se produjeron de 
modo más simple ya en el siglo pasado proteasas 
con alto rendimiento: papaína y qulmopapafna dei 
árbol de la papaya [Fig* 2*19), ficina dei jugo de la 
higuera (Fig* 2.7] y bromelina de tallos de pina. 
Estas proteasas exóticas se utilizan aún hoy, por 
ejemplo para “ablandar* [tendermng] ia carne 


32 


















Enzimas 


Cuadro 2.4 Historia de 
la biotecnologia: 

El resfriado de Fleming y sus 
consecuencias enzimoiógicas 

A pesar de su resfriado, Alexander Fleming 
(1881-1955) trabajó en el afio 1922 en su 
laboratorío microbiológico en Londres. Su 
creciente curiosidad por la investígadón Ie 
llevó a incorporar algunas gotas de $u muco- 
sidad a un cultivo de bactérias. Grande fue su 
sorpresa al observar, unos dias más tarde, que 
algo en la mucosidad había matado las bacté¬ 
rias. Puesto que la sustaneía era claramente 
una enzima y desintegraba (lisaba) determi¬ 
nados micro bios, ia denomino lisozima. Pos¬ 
teriormente Fleming descubrió la lisozima en 
todas las secredones dei cuerpo, sobre todo 
en las lágrimas. 

Alexander 
Fleming 
(1881-1955) 
descubrló pri- 
merola lisozf- 
ma antes de 
que más tarde 
de seu b ri era la 
penicilina. 

Se cuenta que sus colaboradores, estudiantes 
y visitantes debfan entregar- a Fleming sus 
lágrimas. Especialmente rica en lisozima era 
tambíén la dara dei huevo (en ínglés, egg 
wtiíte} de gallina. Aqui se pudo sospechar 
un mecanismo de proteedón frente al ata¬ 
que bacleriano, Para Fleming la decepdón 
fue muy grande, pues la lisozima, tan fuerte 
contra los microbios inofensivos, no tenfa 
efecto contra las bactérias que provocaban 
enfermedades. 

Transcurrieron dos afias basta que Fleming, 
en un experimento también aparentemente 
fortuito, descubrló un antibiótico sumamen¬ 
te efectivo: la penicilina fvéase Gap, 4). 

La lisozima debe ocupar, por lo tanto, un 
lugar de honor en la historia de la biologfa 
moderna. Fue la primera enzima de la cual 
se aclaró su estruetura espacial y se enten- 
dieron al detalle atómico sus propíedades. El 
sustrato de la lisozima es una molécula com- 
puesta de anillos de azúcar, de ácido acetil- 
murámieo y de acetilglucosamina (Fig. 2.10), 
asf Mamado mucopolísacárido, que sirve 
como componente de las paredes celulares 
de las bactérias* 

Guando la lisozima fragmenta su sustrato, la 
célula se permeablliza, toma lfquído y estai la 


por ia elevada preslón osmótíca en el Interior 
de las células. 

En 1963 se aclaró la secuencia de aminoáci- 
dos (estruetura primaria) de la lisozima de Ia 
clara de huevo (Fig. 2.8}. 

Los 20 aminoáridos. se dlferendan por sus 
grupos Iaterales. Sin embargo, no estaba cla¬ 
ro cómo este bilo largo de la proteína, con 
sus 129 aminoáridos y en conjunto 1950 
átomos, puede formar un centro activo 
y unir y transformar un sustrato. 

El anãlisis estruetura! de rayos X peraiL 
tió establecer la estruetura espacial de la liso- 
zima. Tras la exitosa aclaración de la estrue¬ 
tura espacial dei colorante rojo de la sangre 
hemoglobina y de la proteína muscular mio- 
globina (prêmio Nobel 1962) por John C. 
Kendiew (1917-1997} y Max E Perutz 
(1914-2004), la lisozima fue la tercera prote¬ 
ína y la primera enzima cuya estruetura 
espacial se determinó con ayuda de este 
método (Figs. 2.8 a 2.10). 


Davi d Philipps (1924-1999) y los crista 3 es de 
lisozima. 

En 19Ó0 David Philipps (1924-1999) y sus 
colegas de la RoyaJ Institution, en Londres, 
empezaron con el trabajo. Primero se crista- 
lizõ la proteína. En la primavera dei ano 
19Ó5 se termino la primera imagen espacial 
de la lisozima, que no mostró una molécula 
claramente estirada en hilo sino una estrue¬ 
tura compacta con una hendidura. La sor- 
prendente profundídad de la molécula de 
lisozima debía contener el centro activo. 
jPor primera vez se había hecho visible el 
centro activo de una enzima analízando la 
estruetura por rayos X! 

Pero con la imagen espacial no se podfa mos¬ 
trar cómo se une y fragmenta el sustrato en 
el lugar de donde viene la energia para ia 
fragjnentación. Philipps construyó, basándo- 
se en la imagen espacial, un modelo espa¬ 
cial de ía lisozima pedazo a pedazo uniendo 
cintas y bolas (Flg. 2.9}. 

AJ mismo tiempo construyó un modelo de 
cintas de una parte dei sustrato, que interac- 
cionaba con la lisozima. Consistia en seis 





anillos de azúcar encadenados, todos con 
forma de silla. 

Tres anillos de azúcar encajaban exactamente 
bíen, cumpliendo el principio de la llave- 
cerraduia, en la mitad superior de la hendi¬ 
dura; el cuarto no entraba bien -en la hendi¬ 
dura en su forma de silla normal. Algunos de 
sus átomos entraban en conflicto con los gru¬ 
pos Iaterales de los ammoácidos en ú centro 
activo. 

Philipps adaptó el modelo de cintas dei cuar¬ 
to anillo de azúcar de su forma de silla natu¬ 
ral a una extendida fragmentada anormal 
“forma de bariera”. jAhora encajaba exacta¬ 
mente bien! Como en el modelo, la lisozima. 
debía funcionar dístorsionando el cuarto ani¬ 
llo de azúcar, y con ello encajaba bien. 

El quinto y sexto anillos se encontraban bíen 
ajustados en la hendidura tras Ia distorsión 
dei cuarto anillo, sin otra inflección adicio¬ 
nal. Justo entre el cuarto anillo girado 
y enganchado y el quinto anillo normal se 
fragmenta el sustrato (Fig. 2.11). 

La hendidura de la enzima se forma princi¬ 
palmente de aminoáridos apoiares, cuyos 
grupos iaterales no llevan ninguna carga 
eléctrica. Directamente junto al enlace frag¬ 
mentado, entre el cuarto y el quinto anillos, 
se encontraron sin embargo los grupos late- 
rales polares dei ácido aspártieo (Asp) con 
una fuerte carga negativa. Contrariamente, 
por el otro lado Ia hendidura contiene los 
grupos Iaterales dei ácido glutámíco (amino- 
ácido N° 35) (Fig 2.11). Ambos grupos late- 
rales tomaron "en ias tenazas” las uniones 
formai mente de rotura. Por primera vez se 
aclaró el mecanismo de una reacción 
enzim ática hasta los detalles atómicos. En 
el modelo de la lisozima se pudieron estudiar 
ade más de modo excelente las ieyes genera- 
les de la formaeldn de las enzimas. 

También el modelo de la lisozima proporcio- 
nó otra explicadón: en realidad se esperaba, 
según el principio de Have-cerradura de 
Emil Fischer, que el sustrato entiase exacta¬ 
mente en el centro activo, y sin embargo 
el sustrato se adaptaba sói o tras la distorsión 
mediante Ia enzima en el centro activo. No 
obstante, esto no era suficiente. No sólo se 
modificaba el sustrato; como demostró el 
análisis estructural de rayos X, se estrechaba 
y profundizaba también la hendidura de Ia 
lisozima mediante la irnión dei sustrato. Era, 
por así decirlo, una cerradura de goma con 
una llave de goma, 0 mejor un ajuste indu- 
eido, como el de una mano y un guante. 
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Fig, 2,12 La araria zancuda 
PholcuB pica a un mosquito 
con su aguijõn en una de las 
largas patas de éste, El jugo 
digestivo se ínyecta para 
digerir a ba víctima desde 
dentro, y a través de esta 
"pajítâ" sorber hasta vacíar 
ekuerpo dei mosquito por 
completo. Esto dura hasta 
16 horas, porque primero el 
jugo de la enzima digestiva 
debe serinyectado a través 
de la estrecha patita dei 
mosquito en el cuerpo, y 
también en las otras cinto 
largas y estrechas patas, 
antes de que la araria zancu- 
da pueda sorber el "cocktail 
mosquito” en dirección con¬ 
traria. 




= Pk A *± 


Fig. 2,13 Jokicht Takamine 
(1834-1922), arriba, uso 
como empresário una de las 
primeras enzimas microbia¬ 
nas: abajo: su medio de ayu- 
da para la dígestión Taka- 
Diastase, 


como ayuda en la dígestión 0 para la limpieza de len¬ 
tes de contacto (Fig, 2,18), 

En Europa, por otro lado, Ia produccíón de enzimas 
de plantas es difícil. La producdón y ei eontenido de 
la enzima dependen mucho de la temporada dei 
afio, y la renovación de una gran eantidad de plan¬ 
tas es muy compleja. Las enzimas de animales se 
acurnulan principalmente como subproductos en la 
producdón de carne; las enzimas de plantas requle- 
ren un uso elevado de material de partida. Ambas 
fuentes enzimáticas no pueden cubrir la demanda 
constantemente creciente de enzimas. Los micro¬ 
organismos fácilmente cultivables se considera- 
ron, por lo tanto, como nuevas fuentes enzimáticas. 

En 1894 empezó la utílización industrial con una 
patente dei japonês Jokíclii Takamine (1854-1922) 
(Fig, 2.13), que fue a Peoría, Estados Unidos, para 
trabajar allL Peoria desempenó más tarde un 
importante papei en la producdón de penicilina 
(véase Gap, 4). El método patentado por Takamine 
dei cultivo en superfície (cultivo de Emmer} 
fue sendllo y genial: de la paja de trigo se generan 
alimentos y sales de nutrientes. Iras la ínyecdón 
con esporas de Aspergillus oryzae, almacenó la 
paja impregnada en jaulas dentro de câmaras incu¬ 
badoras. Después de que el moho hubiera crecido, 
la paja se lavó en una disolución salina para extraer 
las enzimas eliminadas de las células (amílasas, pro- 
teasas). Hasta eí final de la Segunda Guerra Mun¬ 
dial había en Estados Unidos fábricas de enzimas, 
que diariamente generaban hasta 101 de “paja con 
moho”, Ya hacia finaies de los anos 1950 se apllca- 
ron mediante los cultivos sumergidos, en los cua- 
les se “sumergíeron” los mohos. 

Evidentemente, las ventajas de la utilización de 
microorganismos como fuentes de enzimas son 
obvias: pueden producírse rapidamente, en cantida- 
des grandes, relativamente baratas y con indepen- 
dencia de la ubicadón y la temporada dei ano. Apli¬ 
cando mutantes apropiados es poslble la inducción 
y selección, para alcanzar rendimientos extremada¬ 
mente elevados de enzimas. Finalmente se pueden 
producir mediante ingeniería genética “enzimas al 
gusto” a partir de microorganismos manipulados y 
mediante el diseho de proteínas, 

junto a los altos rendimientos de enzimas, se exige 
una alta estabiiídad de éstas para su aplicación 
industrial, En la naturaleza existen muchos micro¬ 
organismos en condiciones extremas, de modo que 
existen también enzimas especialmente estables en 
sus células. Los microorganismos termófilos (afi¬ 
nes al calor) de las fuentes calientes dei parque 
nacional americano de Yeliowstone 0 de Kamts- 
chatka poseen Inevitablemente también enzimas 


estables al calor, pues de lo contrario no podrían 
existir, Un ejemplo es la Taq-polimerasa de Thermus 
aquâticus (Gap, 10), que sin la ingeniería genética 
hoy seria impensable. Tales enzimas termoestables 
se eneuentran incluso en microorganismos de los 
habituales montones de abono vegetal, en los que 
se originan altas temperaturas. En los mares de agua 
salada se eneuentran las bactérias halófilas (afines 
a ia sal). Las enzimas psicrófilas (afines al frio) se 
aís.lan de microorganismos de la Antártida, 

■ 2,5 Las hidrolasas extracetulares 
degradan los biopolímeros en 
pequenas unidades utilizables 

El enfoque principal de la producdón de enzimas 
microbianas se encuentra en las enzimas hidrolíti- 
cas simples (pmteasas, amílasas, pectínasas), que 
degradan polímeros naturales, como proteínas, 
almidón 0 pectinas, Las enzimas se extraen de los 
microorganismos al medio para ampliar las fuentes 
de alimento. Estas enzimas extracelulares frag- 
mentan las enormes moléculas dei sustrato fuera de 
la célula en trozos pequenos, y así los hacen dispo- 
nibles para los microorganismos. En el reino animal 
esto se denomina dígestión extraintestinal, y ocurre 
por ejemplo en las arahas (Fig, 2.12), 

No es de extranar que hasta ahora las enzimas extra- 
celulares se produzean preferiblemente de forma 
industrial, porque pueden obtenerse de modo sim- 
ple y barato dei medio y no son necesaríos una 
extraeeión celular inoportuna y cara ní procesos de 
purificacíón. Fuesto que una célula bacteriana con- 
tíene mil enzimas diferentes, una enzima intrace¬ 
lular (0 sea, una enzima que permanece en la célu¬ 
la) debe separarse de todas las otras enzimas y 
estrueturas celulares. Las proteínas se diferencian 
tanto, en dos características, que se pueden usar 
estas diferencias para separarias: ei peso molecular y 
la carga eléctrica. 

Todos los procesos de separadón de proteínas cono- 
ddos se basan en estas diferencias: precipitadón 
con sales, recorrido en un campo eléctrico (electro- 
foresis), uníón a portadores cargados 0 descargados 
(cromatografía), espectrometría de rnasas y otros 
métodos (Gap. 10). 

■ 2.6 Las amilasas mezelan, 
cueceny trenzan 

El duque bávaro Guíllermo IV (Fig. 1.28, pág. 21) 
promulgo en 15 ló la ley de pureza. Dice que 
“[,.,] no se deben usar ni utilizai eo nínguna cerve- 
za más materiales que cebada, lúpulo y agua”, y 
sigue en vigor en Alemania, En los prmcipales paí¬ 
ses, sin embargo, ha cambiado por motivos econó¬ 
micos y la malta se ha reemplazado total 0 parcial- 


34 






Enzimas §S 


Cuadro 2.5 El truco de las enzimas 

Las enzimas aceleran las reaccíones químicas 
en un factor de 100 míllones a un billÓn 
(10 a -IO 12 ). Asumamos que una reacdón 
catalízada por enzimas se acabe completa- 
mente en un segundo; ia mísma reacdón, 
con un factor teórico de IG* 0 , requiere para 
acabarse ]3000 anos a una velocídad de cara¬ 
col! Su velocídad seria apenas medible. 

La variedad de reaccíones metabólicas en 
el organismo seria tan lenta sín enzimas que 
no tendrían nínguna utílídad. Las enzimas 
hacen posible la vida, 

Para que los materiãies puedan reaccionar 
unos con otros se deben activar, lo que signi¬ 
fica que necesitan un estado capaz de reac- 
cíonar. La energia que debe utiliza nse para 
ello se denomina energia de activariam 
Se puede ilustrar el recorrido energético de 
una reacdón química con una gráfica con 
aparienda de montaria [véase Fig. abafo]. 

Los materiales de partida son, pues, com 
parables a piedras que se encuentran en un 
desfiladero en una vertiente de la montaria, 
evitando el valle, y sólo pueden rodar hada 
el vaile (o sea, pueden transformarse en pro- 
duetos] si se alcanza la correspondiente 
energia de actívación para resbalar atravesan- 
do el pico de la montaria. En las reaccíones 
químicas, esta energia de los materiales se 
puede proporcionar, por ejemplo, mediante 
aumentos de temperatura o presión. jEso por 
supuesto seria mortal para una célula viva! 


Generalmente todos los catalizadores reba- 
jan la energia de actívación (entalpía de acti¬ 
va ción libre o de Gibbs). Llegan aliora, voL 
víendo a la ímagen, hasta el pico de la mon¬ 
taria, y necesitan solamente una energia ba]a 
para vencerlo, Esta menor energia requerida 
puede alcanzarse fácilmente y a menudo. Se 
pueden comparar los catalizadores también 
con un guia de montaria, que en lugar de a 
través dei pico conduce por pasos de monta¬ 
ria, con un gasto considerablemente menor. 
Los estados de equilíbrio de la reacdón se 
simbolizan con el desfiladero (estado de par 
tida) y et valle (estado final); en medio fiay 
un estado de transición de los complejos 
activados. 

Las enzimas no modifican la simaciôn dei 
equilíbrio de la reacdón (esto es significativo 
para cambiar la profundidad dei desfiladero 
o dei valle), sino que simplemente posibiiitan 
una consecudón considerablemente más 
rápida de este equitibrio. Con ello aceleran 
un proceso que, incluso sin ellas, transcorri- 
ría más lentamente (en rnuchos casos seria 
desmesuradamente lento). 

Como ocurre esto, sín embargo, es polémico 
para el enzimólogo. No hay, obviamente, un 
esquema válido en general para todas las 
enzimas. 

Una posíbilidad la hemos visto con la lisozL 
ma (Fígs. 2.8 a 2.11): el sustrato se deforma 
mediante la enzima, utilizada en un lugar 
tenso (estado de transición), a partir det cual 



puede escapar mediante la formación dei 
produeto. 



Uniân dei 
sustrato (rojo) 
ai centro activo 
de la lísozíma 
(azul) 


Una mayor cantidad de energia para la reac¬ 
dón se obtiene seguramente con la unión dei 
sustrato ai centro activo. Las sustandas, que 
deben encontrarse primero por casual ida d en 
una disolución, se conducen por la enzima al 
centro activo en una estrecha vecindad. Su 
oportunídad de reaccionar unos con otros es 
entonces mucho mayon 

En los centros ac ti vos están concentrados en 
un pequeno espado los grupos químicos 
altamente reactivos de ía enzima, ordena¬ 
dos espacialmente, de modo que tienen un 
contacto directo con los enlaces dei sustrato 
que se deben cambiar. Éstos sufren así un 
“bombardeo" masivo dirigido y coordínado. 
Debido a que el centro activo está formado 
principalmente por grupos apoiares, esta 
zona de Sa enzima es comparable con un 
disolvente orgânico (apoiar), las reaccíones 
orgânicas transcurren en médios de dísolu- 
cíón orgânicos apoiares generalmente más 
rápido que en et agua polar. En el entorno 
orgânico dei centro activo, por lo tanto, hay 
unos poços grupos laterales de aminoácidos 
polares cargados “superreactivos" en compa- 
ración con su comportamiento en disolución 
acuosa. 

De dónde parte la superiorídad de las reaccio- 
nes de las enzimas frente a las reacciones quí¬ 
micas "normaies” no catalizadas, y tambíán 
respecto a aquéllas con catalizadores técni¬ 
cos, está claro a partir de los denominados 
factores. De elios resulta que la enzima debe 
ser una molécula encadenada enorme, 
Sólo asf, mediante el plegamiento de los gru¬ 
pos reactivos requeridos, pueden concentrar- 
se en un lugar, de modo que sean eficaces en 
el mismo tiempo y en el mísmo sitio. Por 
ello, una molécula de enzima no es una 
estruetura formal sino una estruetura factible 
de flexibilidad y elasticidad. 


Comportamíento energético en una reacdón no 
catalízada quimicamente (detrás) y una catãlísis 
enzimãtica (detante), La energia de actívación 
para ambas reaccíones se diferencia considera¬ 
blemente. 
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Fig.2.14 AL empresário 
alemán e inventor de to 
baqueLita Otto Rohm 
(1876-1939), de Darmstadt. 
aLumuo de Eduard Buchneq 
se le ocurrio a princípios dei 
sigLo XX purificar agua sucia 
Lavando La con un extracto 
de enzimas de pâncreas 
(glândula de ladigestion), 
Con su empresa produjo en 
1914 ei detergente “Biirnus". 
que contíene proteasas pan- 
creáticas de cerdo. 





Burnus 


Fig. 2.15 EL detergente 
"Burnus” dei ano 1914, 
que contente proteasas 
de pâncreas. 



Fig. 2.16 Las pectinasas 
Lieuan La fruta. 


mente por cereaies no germinados, maíz o arroz. 
Puesto que la matéria sustituta apenas posee amí- 
lasas, los preparados enzimáticos deben contener 
amilasas, glucanasas y proteasas de moho o bacté¬ 
rias, anadidos como “enzimas para la fabricacíón 
de cerveza”. 

Los alemanes han llegado mientras tanto al tercer 
lugar en producción de cerveza (114 millones hL en 
1998], por delante de Estados Unidos (236 millones 
hL) y China (178 millones hL). A la vuelta dei milê¬ 
nio, los fabricantes de cerveza de todo el mundo pro- 
ducían por ano aproximadamente 1500 millones de 
hectolitros de cerveza, con un valor de producción 
de 50 000 millones de euros. Los procesos básicos 
enzimáticos síguen siendo, sin embargo, los mismos 
que hace 2000 anos en el antíguo Egipto. 

El almidón de los cereaies se degrada enzimática- 
mente a azúcar, que entonces se fermenta alcohólí- 
camente mediante las levaduras. El almidón es un 
material de reserva de las plantas y se encuentra en 
los alimentos mãs importantes de humanos y ani- 
males. Es un polisacárido y consta exclusivamente 
de eslabones de glucosa. Diferentes amilasas degra- 
dadoras de almídones en la malta fragtnentan de 
distintos modos los enlaces entre moléculas de glu- 
cosa y liberan fragmentos de almidón de diversos 
tamahos. La malta contíene sólo un 0,5 a 1 % de 
amilasas, pero es con diferencia en todo el mundo 
la mayor enzima cuantitatívamente hablando. Para 
obtener la energética glucosa (azúcar de uva) se 
debe degradar por completo, si es posible, el almi¬ 
dón de patatas o de maíz. Anteriormente esto se 
hacfa con ácidos a altas temperaturas sobre el almi¬ 
dón (hidrólisis ácida]. 

Desde hace aproximadamente 20 anos, sin embar¬ 
go, las amilasas se utilizan en cantidades cada vez 
mayores. El almidón se incuba a 80 hasta 105 °C 
durante tres horas y la ot-amilasa lo degrada en 
pequenos fragmentos y lo hace más fluido. Se origi¬ 
na una mezcla de dextrina, que mediante otra ami- 
lasa, la glucoamilasa, se puede fragmentar a los ele' 
mentos básicos (glucosa). Por cristalízación se origi¬ 
na glucosa pura. 

La a-amilasa de Bâcülus specíes trabaja en dos a 
tres horas a 95 Ü C. La glucoamilasa se origina de 
mohos (de la línea Aspergillus). Las ventajas de la 
fragmentación enzímática de azúcares son el alto 
rendimiento en glucosa, el acortamiento de los 
tiempos de degradación dei almidón y la supresión 
dei tratamíento ácido que antes afee taba al medio 
ambiente. 

Tamhién en la cocción dei pan se utilizan enzi¬ 
mas. Las amilasas aumentan mediante la degrada¬ 


ción de almidón el contenido de azúcar en la masa 
y aceleran con ello la fermentación. Las proteasas, 
sin embargo, suelen degradar la proteína “pega- 
mento” (glúten] en la masa. El glúten une una par¬ 
te de agua y forma un esqueleto en forma de gel. Las 
proteasas de mohos degradan el glúten, la masa 
puede alargarse y mantiene mejor las burbujas de 
dióxido de carbono dentro. El volumen de los 
“panecülos enzimáticos 71 es mayor que si no tuvie- 
ran enzimas. 

En la industria têxtil (por ejemplo en la fabricación 
de pantalones vaqueros) se trata el hiio de algodóo 
con almidón como medio de alisado; con ello se 
pegan las fibras y se hace más resistente a los esfuer- 
zos mecânicos altejer. 

Sin embargo, el almidón debe retirarse dei tejido, 
Para el trenzado se utilizo al principio amilasas de 
malta y pâncreas, pero hoy se usan amilasas de bac¬ 
térias, que son relativamente estahles al calor, de 
modo que pueden trabajar a temperaturas más altas 
y el proceso transcurre muy rápido. Al mismo tiem- 
po puede blanquearse eficientemente a estas tem¬ 
peraturas con un proceso de bano. 

■ 2,7 Las pectinasas prensan mãs 
zumo de fruta y verduras 

Los zumos de frutas y verduras son el “caballo de 
carreras” de la vida sana. Ai exprimir frutas y verdu¬ 
ras, sin embargo, el rendimiento en el zumo pren¬ 
sado disminuye debído a la pectina de alto peso 
molecular. La pectina -obtenida dei corazón de la 
manzana- es conocida por ias amas de casa por ser 
un método gelatinizante de ayuda para la fabrica- 
ción de confituras. Sin embargo, precisamente no se 
deseala gelatinizacíón al exprimir un zumo: las pec- 
tinas hacen espeso el zumo de frutas. 

Las pectinasas de moho {Aspergillus, Rhízopus) se 
consiguen en un cultivo superficial. Mundialmente 
se producen de esta manera unas 100 t al ano. Se 
ahaden a las frutas y las verduras cortadas en trozos 
pequenos y destruyen las largas cadenas de pectina. 
Así, la viscosidad (resistência a la fluidez) dei zumo 
baja fuertemente, se facilita la fíltración y el rendi¬ 
miento aumenta de forma considerable (Fig. 2.1ó). 
La alímentación de los bebés es otra aplicación 
importante de las pectinasas, al macerar (ablandar) 
las frutas y verduras. 

También el yogur de frutas y los zumos de fruta 
turbios son generalmente productos de biotecno¬ 
logia. Para producir zumo de zanahorias en lugar 
de puré de zanahorias, aparte de pectinasas se aha¬ 
den celulasas de moho degradadoras de la pared 
celular. 
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■ 2.8 Los biodetergentes 
son la aplicación más importante 
de las enzimas hidrolíticas 

La eliminación dei contenido proteico de las man¬ 
chas (por ejemplo de leche, yema de huevo, sangre 
o cacao) es difícil. Las contamin aciones proteicas 
son muy dificilmente solubles en agua, y a altas tem¬ 
peraturas las proteínas coagulan sobre las fibras dei 
tejido y se mantienen aún más firmemente. La ropa 
sucia eontiene polvo, hollín y matéria orgânica, 
como grasas, proteínas, hidratos de carbono y colo- 
rantes, juntos. En especial la sudedad se pega a la 
ropa de cama y la ropa interior. Las grasas y las pro¬ 
teínas actúan como un pegamento para la sudedad. 


Fibra sucia 





Partícula 

sucia 


Proteína 

eqsuctada 


Fig. 2-17 

Biodetergente y su principio 
de acción. 


Biodetergente 



Con el lavado se elimina de los tejidos la contami- 
naclón grasa mediante productos activos de super¬ 
fície (detergentes), pero las proteínas permaneceu 
pegadas. Otto Rohm (1876-1939) (Fig, 2.14), alum- 
no de Eduard Buchner, fue ei primero en utilizar 
una enzima para el lavado (Fig. 2.15]. 

Sin embargo, Ias enzimas pancreáticas usadas no 
eran muy estables y además resultaban demasiado 
caras. Los biodetergentes no podían producirse 
masivamente. Esto cambió cuando en 1960 se 
encontró en Badllus Ucheniformís la subtilisina, 
que actúa en médios alcalinos. 

Hoy los biodetergentes están muy extendidos. Las 
proteasas alcalinas, de las cuales se anade aproxi¬ 
madamente 200 mg por kg de polvos de lavado, 
actuan óptimamente en la colada. Tienen una baja 
especificidad de sustrato y por ello son un “redu- 
celotodo" que degradan el pegamento proteico a 
amínoácidosy péptidosde cadenacorta (Fig. 2.17). 
Con ello disueiven la contamínación proteica dei 
tejido y en realidsd lavan “hasta la profundidad de 
los poros". 

Los biodetergentes se vendieron a mediados de los 
anos 19Ó0 en grandes cantidades en Estados Uni¬ 
dos, Europa Occidental y Japón. El problema dei 
polvo y las alergias que podían causar en los traba- 
jadores en las fábricas de detergentes se solucionó a 
corto plazo con la granulatión dei producto, Se uti- 
lizan ahora comercialmente y con capacidad de flo- 
culación granulados sin polvo (perlas). Los deter¬ 
gentes líquidos no ofrecen ningün problema para 
los alérgicos. Las pastillas (tabletas) compactas 
tampoco producen problemas y obtienen los mis- 
mos resultados (Cuadro 2.6). 

Debido al creciente gasto energético cobró impor¬ 
tância en los últimos anos una propiedad dei deter¬ 
gente: puesto que las enzimas participantes trabajan 
óptimamente a 50 a 60 °C, con el producto de lava- 


Actividad de lavado 



do enzimático se obtiene el máximo efecto de lava¬ 
do también a 50 a 60 Q C (sin que el agua hierva) 
(Fig. 2.17), Con este método se ahorra una valiosa 
energia, junto a las proteasas a menudo también se 
anaden amilasas para degradar restos de almidón 
y lipasas para degradar lípidos. 

Las celulasas en los detergentes completos degra¬ 
dan las mícrofíbras que sobresalen de las fibras, de 
modo que el algodón tiene un tacto más suave y el 
color parece más vivo. También los lavavajílias con- 
tienen más enzimas, obviamente más amilasas y 
lipasas. 

Las sales quitamanchas enzimáticas contienen 
proteasas, lipasas y amilasas, y no disueiven sólo las 
manchas especialmente difíciles de vino tinto, hier- 
ba, fruta, verdura, café y té, sino también las man¬ 
chas mucho más frecuentes de mezclas. Así, por 
ejemplo, el helado, la tarta de fruta y la crema de 
espinacas, aparte de los componentes coloreados 
contienen también proteínas y grasas, En ias man¬ 
chas de salsa de carne, tomate “ketchup” y muchos 
platos preparados también se encuentran los cua- 
tro tipos de manchas: colorante, proteína, grasa y 
almidón. 

Las sales quitamanchas, como los detergentes, 
contienen un producto blanqueador oxida tivo, que 
en realidad destruye las enzimas. Mediante inge- 
niería genética se han adaptado óptimamente las 



Fig. 2.18 Ümpíadorenzrmá- 
tico para lentes de contacto 
(arriba); la papaina de la 
papaya ayuda en la diges- 
tión (abajo). 



Fig. 2.19 Árbol de la papaya 
(Carico papaya). 
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Cuadro2*6 Como se producen 
las enzimas de los detergentes 

En grandes tanques de 10 000 a 100 000 L 
de capacidad se cultívan los productores 
de enzimas.. El nutriente contíene altnidón 
degradado de antemano (5 a 15%) como 
fuente de carbono y fuente de energia, así 
como un 2 a 3% de harina de babas de soja 
y un 2 % de albúmina de íeche ode gelatina 
como fuentes de proteína y nltrúgeno bara¬ 
tas, ade más de fosfato para la estabílizacidn 
dei grado de acidez (pH). Se estabiliza el 
medio a Í21 °C con vapor durante 20 a 
30 minutos y entonces se enfrfa. El cultivo 
sigue a 30 a 40 Q C con un pH neutro y bue- 
na venííiación. 







Princípio de actuacíõn de los biodetergentes 


Se genera un cultivo puro de una lfnea selec- 
cionada especial de Bãdííus Ucheniformis y 


se inyecta primero en matraces en agitación 
con medio de cultivo. El cultivo inyectado 
( ínócuío) se coloca en un biorreactor más 
pequefio (10 -50 L) y generalmente se aima- 
cena en otro cultivo en volúmenes de unos 
500 a 1000 L antes de ser inyectado al reac- 
tor de producdón* 

Las bactérias usan primero las fuentes de 
nitrógeno fácilmente utilizabies de! medio; 
antes de ! 0-20 horas se puede anailzar en 
el medio ia proteasa subtilisina. La a-amíía- 
sa colocada de antemano para la posterior 
degradadón dei almidón desaparece más 
tarde, mi entras que la producción de protea¬ 
sa sigue mientras haya proteínas en el 
medio. 

Para no poner en peligro el producto desea- 
do debidó a la asentación de otros microbios, 
el conte nído dei biorreactor se enfría rápida- 
mente a unos 5 °C Se separan las células 
(aproximadamente 100 g L') iras unos pre¬ 
parativos mediante centrífugación o filtra- 
dón. Las proteasas dei sobrenadante dei cul¬ 
tivo se concentran finalmente mediante 
ultrafiltraclón. En ésta, las membranas sirven 


de unidades de separación, pues tienen 
poros tan finos que no pueden pasar ias 
moléculas dísueltas, como las proteasas, 
a pesar de poder pasar agua y las sales di&uel- 
tas y otras pequenas moléculas. Con ello la 
proteasa se concentra díez veces* 

Las lavadoras japonesas 
no tienen en principio 
un programa caliente: 
iutiüzan desde hace diez 
afies biodetergentes! 

Los preparados enzimáticos secos pueden 
separarse por precipitación, pero preferen¬ 
temente se hace por evaporación. Para ello 
se coloca la dísoludón que contiene las 
enzimas en un flujo de a ire caiiente, de 
modo que ei agua se evapore rapidamente* 
Se originan partículas de 0,5 a 2 mm de 
tamano* Para conseguir un preparado libre 
de polvo se anade material inerte y materia- 
les céreos para, por ejemplo, incorporar 
polietilenglícoí y arraigar la enzima seca 
sobre ellos (perlas) o cubrirla (procedimlen- 
to de Marumerízer). 




Fig. Gtto Rohm (dere- 
cha) con un curtidor de cuero. 



Ffg. 2*2i Gropon® fue el pri- 
mer medio de curtido de 
cuero industrial. Contenía 
extracto de pâncreas. 



Fig* 2.22 Polloy cerdo se 
aprovechan de la adieión 
de fitasa. Los campesinos 
ya no afiaden tanto fosfato 
ydisminuyen su elímmadãn 
y ta destrucclón dei medio 
ambiente (Cuadro 2.7). 


proteasas de Bacillus al proceso de lavado. Por inge^ 
níería genética se generan 1000 toneladas anuales 
de proteasas modificadas, sobre todo subtilisinas, en 
las cuales se reemplaza un amínoãcído que puede 
ser oxidado (metionina de la posidón 222) por un 
aminoáddo estable. 

Estas subtilisinas son sufidentemente estables a pH 
10 y a 60 a C, incluso contra tensoactivos, formado¬ 
res de complejos para endurecer el agua y produc- 
tos de oxidadón. 

■ 2.9 Las proteasas ablandan 
la carne y curten la piei 

En la conquista de México los espanoles observaron 
que antes de cocer 0 asar la came ia envolvían con 
bojas de papaya (C arica papaya} (Fig* 2*19) 0 ta unta- 
ban con Ia piei de la papaya. Este antiguo procedi* 
miento posee las siguíentes bases: las proteasas 
papaína y quimopapaína, que se encuentran a 
gran concentradôn en el árbol de Ia papaya y en esta 
fruta, degradan el tejido conectivo de la carne y con 
ello ta hacen tierna. 

En Estados Unidos se utilizan anualmente cientos de 
toneladasde papaína para “ablandar” (en inglês, ten- 
derizing} la came. Otras proteasas de plantas para 
esta fmalídad son la fícina de los hlgos (Fíg* 2.7) y la 
bromelina de Ias pinas* En muchos países se ven¬ 
deu ablan dadores de came en forma de polvo que 


contienen proteasas. Antes de prepararia, la carne se 
frota 0 espolvorea y se deja algunas horas a tempera¬ 
tura ambiente. En este tiempo las proteasas vegeta* 
Ies degradan las proteínas dei tejido conectivo, como 
el colágeno y la elastma* El ablandamiento acelera 
procesos que ocurren de forma natural en la madu- 
ración de la came* Todos saben que la carne debe 
“depender" primero de la naturaleza para que sea 
sabrosa* En Ia madiiradón de la carne, las protea¬ 
sas (catepsinas) propias dei animal muerto tienen un 
papel decisivo. 

También en el curtido las proteasas microbianas 
actúan de modo altamente efectivo en el depilado y 
curtido de pieies* La calídad y el rendímiento de la 
piei aumentam 

La patente alemana más antigua para la utilízación 
de enzimas la bizo Otto Rohm (Fig. 2.14) en 1.911: 
la aplicaciôn de extracto de pancreasa de animales 
para dar elasticidad al cuero curtido (Figs* 2*20 

Y 2.21}. 

Las enzimas reemplazaron a las heces de perro, que 
se habían utilizado hasta entonces “con mala 
fama” en el trabajo de curtido. A propósito, hoy 
también se sabe por qué las heces de perro actúan 
como fragmentadoras de proteínas (y por ello cur¬ 
ten la piei): sobre ellas crecen bactérias que produ¬ 
cen proteasas. 
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Cuadro2.7 üpmión de los 
expertos: Fitasa - El jefe numero 
uno de la empresa dei fósforo 

jEI fósforo es interesante! El fósforo no es ya 
una matéria prima que se encuentra en exce¬ 
so, sino que cada vez es más caro y requíere 
un trato cuidadoso que lo conserve. 

Durante décadas, la agricultura industrial 
causó una carga maslva ai medio ambiente 
con la utilizacfón excesiva de fósforo como 
abono y de fosfato como forraje (fosfatos 
inorgânicos). Tanto los animales como las 
plantas predsan fósforo: sirve como compo¬ 
nente de los huesos y es muy importante en 
el DNÀ y en la “moneda de energia 11 de la 
célula. Ia adenosína trifosfato. Cantidades 
de fosfato y nitrato demasiado altas en agri¬ 
cultura han conduddo a una masiva eutrofia 
(exceso de abono] en las aguas fluviales. 

Se origina finalmente una apestosa cloaca 
mediante eí exceso de abono con 
fosfato/nitrato. Las “mareas de algas rojas” 

(.red tide) en los mares dei sur, como en 
Hong Kong, tiene los mismos motivos, 

La coloracíón marrón-roja de las aguas, sin 
embargo, no se observó hace dos anos en el 
fiordo de KM Las algas microscópicas perte- 
necen al grupo de los d i no flagelados (algas 
ramificadas acorazadas). Predsan agua 
calíente y alimentos, y producen toxinas. 

El segundo problema dei fósforo global se 
originó repentinamente a través dei creci- 
miento dinâmico de China e índia. Los pre- 
cios de la matéria prima empezaron a subir 
descontroi adam ente y a fluctuar. Mientras 
tanto, sin embargo, empezó a crearse una 
contratendencia, Ia “empresa dei fósforo". 
El jefe número uno de la empresa es una 
enzima: la fitasa* 

Los animales no rumiantes, como los pollos, 
los cerdos (Fig. 2.22] y también nosotros los 
humanos, eliminamos una gran parte dei fos¬ 
fato recogido y de nu evo es desperdi ciado* 

La razón es la forma de reserva dei fosfato 
(miodnositolhexaquisfosfato) en las sem i lias 
de las plantas, que se llama también fitato. 
Êste no puede ser hídrolizado por los estô¬ 
magos de los animales “monogástrícos”, por¬ 
que las actividades enzimáticas necesarias 
no exísten en absoluto o existen de forma 
insuficiente* En los mmiantes, sin embargo, 
los microorganismos en la flora de los dife¬ 
rentes estômagos se encargan dela actívídad 
fitasa. Las fitasas microbianas fragmentan 
hidrolfticamente los grupos fosfato dei fita to 
y lo hacen biodegradable. Muchos micro- 


Sin fitasa 
5,2 g P/día 

Con fitasa 
5,2 g P/día 



Sín fitasa _ 

3,i g P/día 

Con fitasa 
-► 

2,3 g P/día 



Agua 

L -0 Fitato 


Üh 


Fosfato 

inorgânico 


bios t también hongos, producen fitasa y la 
elimínan extracelularmente. 

Los biotecnólogos y los nutridores de anima¬ 
les tuvleron entonces la idea de producir 
fitasas microbianas (de hongos o bactérias) 
en blorreactores en grandes proporciones, 
para aft adir las al forraje de cerdos y pollos. 
Al mismo tiempo, se redujo la cantidad ana- 
dida de fosfato inorgânico. Los cerdos son 
temíbles productores de purínas y las gran¬ 
jas de cerdos son el terror dei medio 
ambiente. Asombrosamente ocurrió: 

3 mediante la hidrólisis dei fitato catalizada 
por fitasas se pudo reducir, con menos apor¬ 
te de fosfato, la excrecíón de fosfato por el 
cerdo alrededor de un 25 a 30%! Dicho de 
otra manera, con el uso de la Fitasa se pudo 
dismlnuir drásticamente la adición de fosfa¬ 
to inorgânico al forraje de los animales, que 
luego se Iiberó de los mismos cereales. En 
países con una gran producción de anima¬ 
les, como Holanda, Dinamarca y Alemania, 
se “calculo” el uso de la fitasa con una dis- 
minución clara de la carga de fosfato en más 
de mil toneladas por ano y con un ahorro 
en el fosfato dei forraje. Los legisladores de 
Holanda y Dinamarca promueven el uso 
de Fitasa, asf como algunos estados federales 
de Estados Unidos. Otros pafses, como por 
ejemplo China, han restringido la minerfa 
de fosfato por razones de reguladón de 
recursos y han descendido la normalización 
nacionai para el fosfato en et forraje. Todo 
ello ha hecho de la fitasa un producto enzi- 
mátíco extraordinário y próspero en todo 
el mundo. Asf, la eompanía danesa Novozy- 
mes pudo lograr, como una de las producto- 
ras de fitasa mayores dei mundo, una factu- 


ración en 2003 de alrededor de 100 miilo- 
nes de dólares americanos con enzimas para 
el forraje -la mayorfa con Ia fitasa de hongos 
Peniophora lycii , que bajo el nombre 
comercial RÜNOZYME® P se vendió a tra¬ 
vés de su grupo colaborador DSM Nutritio- 
naí Products. Ei mayor êxito es la forma gra¬ 
nulada dei producto con estabilidad térmica 
CT (coated thermostabk). 

RGNOZYME 1 ® P (CT) es hasta ahora el úni¬ 
co producto de fitasa que puede soportar las 
altas temperaturas de 80 a 85 °C que se uti- 
lizan durante la fabricadón de forraje de 
animales. Al mismo tiempo, con la tremen¬ 
da expansión de los productos de fitasa 
microbianos se reaMzó también el avance 
a la “biotecnologia verde" mediante la 
incorporación dei gen de ia fitasa microbia¬ 
no al mafz, el arroz y las habas de soja. 
Aparte de esto, las plantas se euitivan con 
un contenido inferior en Fitato y más fósforo 
biodegradable mediante un perfecdona- 
miento con mutadones selecdonadas. Aun- 
que la “biotecnologia verde” aún lucha con 
algunos problemas tecnológicos, y sobre 
todo con los problemas de aceptación en 
Europa, la fitasa probablemente saldrá ven¬ 
cedora en la cairera. 


El Or* Frank Hatzack 
es direttor de 
Novozymes, en 
Dinamarca. 
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Fig. 2.23 Ichlro Chibata 
(arriba) y Tetsuya Tosa (aba- 
jo) desarmllaron en la Tana- 
be Seiyaku Co. Ltd (Osaka), 
en los anos 1970, el primer 
proceso mundial con adlasa 
inmovilteada. 



Fíg. 224 Atsuo Tanaka 
(Kyoto) ínmovítizo mícrobios 
en geles de igual medida, 

El autor de este libro fue 
introducido por él en la bio¬ 
tecnologia japonesa. 



Flg.2.25 Minero con un 
cana rio “inmovilizado**, Los 
últimos canarios de las 
minas britânicas se "jubila¬ 
ra if en 1996, 


■ 2.10 Inmovilizaciones: cuando 
se quiere reutilizar las enzimas 

Una aplicación satisfactoria de los procedimientos 
enzimáticos descritos hasta ahora requiere que las 
enzimas sean tan baratas que se puedan desechar 
los productos activos 0 inacüvos tras su utilización, 
En todas las hidrolasas extracelulares (proteasas, 
amilasas, lipasas) puede cuestionarse, por lo tanto, 
si son estables 0 trabajan sin adición de coenzimas. 

Es complicado y costoso aislar las enzimas extrace¬ 
lulares, con lo que para esta finalidad eran poco rem 
tables. Por ello son necesaríos los procedimientos 
que aumentan su estabílídad y permiten que sean 
utilizadas de nuevo. En una serie de procesos, por 
ejemplo en la industria farmacêutica, debe evitarse 
Ia presencia de enzimas en los productos finales, ya 
que ello permitiría determinadas reacciones inmuni- 
tarias. Un método para que las enzimas puedan sepa- 
rarse consiste en fijarlas en material portador: la 
inmovilizadón (Cuadro 2.8). 

Si se aís la una enzima intracelular de ias células, 
se libera de todas las impurezas mediante pasos 
complejos y se estudian sus propiedades y su com- 
portamíento en un vaso de precipitados, olvidán- 
dose a menudo de que la enzima se investiga en 
un “entorno anormal” y puede comportarse con¬ 
forme a su anormalidad. “Normales” son ias con¬ 
diciones dei vaso de precipitados sólo para pocas, 
las principales enzimas extracelulares, que son ais- 
ladas al medio dei entorno. Las principales enzi¬ 
mas de la célula se unen a los componentes celu¬ 
lares 0 se integran en las membranas. Forman 
complejos con otras proteínas 0 con materiales 
grasos (lípidos), Por ello, se íntentó conseguir 
modelos para enzimas en la célula; se unieron arti- 
fiçialmente a materiales portadores y a membranas 
0 se íncluyeron en geles. Tales enzimas unidas más 
0 menos fuertemente, que se fijan para inmovilL 
zarlas, se denominan enzimas inmovilizadas 0 
portadores fijados. 

Una imagen simbólica para una enzima inmovili- 
zada (Fig, 2.27) son los “ruisenores inmoviliza- 
dos” en un mercado de pájaros en Hong Kong, 
Están encerrados en estrechas jaulas (gel poLfme- 
ro) (en inglês, gel entrapment )y no pueden esca¬ 
par [leakagé], pero están protegidos de los gatos 
(jproteasas, mícrobios!). La comida, el agua y el 
oxigeno (sustratos) difunden bien hacia dentro y 
los productos dei metabolismo alcanzan facilmen¬ 
te el exterior, Su actividad es visible y audible. Son 
más duraderos, 0 sea “reuülízables”. Por cierto, en 
Europa se colocaban jaulas de canarios en Ias 
minas para evitar envenenamientos por monóxido 


de carbono (Fig. 2.25). Si el pãjaro caia muerto dei 
paio, eso era una serial de advertência dei biosen- 
sor [véase también Gap. 10, Biosensores). 

Debido a que las enzimas todavia son relativamen¬ 
te caras, es obvio para los bíotecnólogos utilizar los 
mismos procesos racionales que las células vivas 
para estabilizar enzimas y repetir la conversión con 
sus sustratos. 

Los ejemplos que siguen de formas inmovilizadas 
de glucosa isomerasa y aminoacílasa muestran 
claramente qué requisitos esenciales deben lograr- 
se para poder empezar a inmoviilzar enzimas. 

■ 2.11 Glucosa isomerasa 
y jarabe de fructosa: azúcar con 
mayor fuerza edulcorante 

El consumo de azúcar en el mundo aumenta cada 
vez más. La remolacha azucarera y la cana de azú¬ 
car requieren, sin embargo, las correspondientes 
condiciones climáticas y una buena calidad dei 
suelo para su desarrollo, y debe anadirse la mate- 
ria prima de inmediato a la cosecha, para evitar 
pérdidas. El almidón, el producto de almacena- 
míento natural de las plantas, puede obfenerse de 
diferentes plantas [patatas, cereales, mandioca, 
batatas), incluso en áreas agrícolamente desfavo- 
rables, y se almacena perfectamente bien. A partir 
dei almidón se puede obtener azúcar (glucosa) con 
faciiidad. 

En Àlemania se utiliza cada vez más almidón obte- 
nido de plantas como matéria prima para la 
reproducción en 125000 ha. En todo el mundo se 
aísla casi la mitad dei almidón anual, casí 20 míllo- 
nes de toneladas, con enzimas fragmentadoras de 
azúcar. 

Gomo hemos visto en la fabrkación de la cerveza, 
el almidón industrial se degrada con amilasas, El 
producto final, la glucosa, presenta sin embargo una 
deficiência: tiene sólo tres cuartas partes de la fuer¬ 
za edulcorante de la sacarosa, Para alcanzar el mis- 
mo efecto como edulcorante que la sacarosa, se 
necesita más glucosa. 

La fructosa (azúcar de la fruta) tiene alrededor de 
un 80% de efecto edulcorante superior al de la saca¬ 
rosa, y es el doble de dulce que ia glucosa. Ya que la 
fructosa es un isómero de la glucosa, es decir, tiene 
la misma fórmula molecular (C 6 H ]2 OJ y consta de 
los mismos átomos, la glucosa debería convertirse 
en fructosa “sólo” quimicamente y así podría 
doblarse el efecto edulcorante. El Cuadro 2.9 refie- 
re ia historia dei jarabe de fructosa (HFCS, htgh- 
fructose corn syrup ), 
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Cuadro2.8 Enzimas inmovilizadas 

Las enzimas inmovilizadas deben ser reutili- 
zables varias veces. Mediante la uníón con 
mate ria] es portadores grandes, visibles a 
simple vista, pueden separarse fácilmente 
por médios mecânicos de la disoluciôn de 
reacelón (por ejemplo por filtración). Se ha 
desarrollado un gran número de técnicas 
de inmovilizadón, Las enzimas pueden 
unirse al portador directamente mediante 
enlace químico (covalente) o fisicamente 
por adsorptión o fuerzas electrostátieas. 

Las moléculas enzimátícas se unen unas 
con otras mediante reactivos especiales 
(conexiones en red], pero también por 
inclusiôn mecânica en geles o entre fibras. 

Para que ei proceso industriai sea óptima¬ 
mente útil, las enzimas inmovilizadas deben 
praducirse de modo sencillo y relativamente 
barato; una gran actividad enzimática ocupa 
la masa dei portador y funciona con una alta 
estabilidad de trabajo. Se empieza en dife¬ 
rentes reactores enzímátícos cuyos tipos 
básicos son reactores en columna y reactores 
con equipos de agltación. Las ventajas tecno¬ 
lógicas y económicas de las enzimas inmoví- 
llzadas frente a las enzimas solubles son 
obvias. Son reutilízables de nuevo, presentan 
las mismas propiedades químicas y físicas, 
a menudo una estabilidad mej orada en un 
rango amplio de pH (zona ácida), asf como 
frente a elevadas temperaturas, y los produc- 
tos finai es dei proceso permanecen libres 
de enzimas. 


Adsordõn Enlace covalente Conexión en red 




Actualmente, la producción mundial asciende a 
aproximadamente 100 000 toneladas de glucosa 
isomerasa al ano. Se producen nueve a diez millones 
de toneladas de jarabe de fructosa. En Estados Uni¬ 
dos se prefiere utilizar jarabe de fructosa en las 
bebidas. La glucosa isomerasa hoy se obtiene e ínmo- 
viliza sobre todo a partir de Streptomyces. Para eilo 
se presentan principalmente las células bacterianas 
muertas, fragmentadas, para el uso de $u glucosa iso¬ 
merasa, que aún está completamente intacta. A 
menudo se conectan unas con otras en una red 
mediante glutaraldialdehído y así se estabilizam 

Enormemente interesante es la fructosa para pro- 
ductores de alimentos; se capta más rápido que otros 
azúcares y por tanto es ideal para bebidas deportivas. 
Aumenta el sabor a fruta y también a chocolate, y 
enmascara el gusto amargo de Ias sustancias sustitu- 
tas dei azücar (Fig* 226 }* La fructosa reduce el pun- 
to de congelación en los helados y así los hace más 


blandos, más cremosos y agradablemente u sabro- 
sos”. De acuerdo con las pruebas clinicas, los diabé¬ 
ticos pueden controlar su nivel de glucosa mucho 
mejor con alimentos que contienen fructosa que coo 
los que contienen sacarosa o almidón. 

La fructosa la usa ei hígado en su mayor parte inde- 
pendíentemente de la insulina. La fructosa es, pues, 
un importante alimento dietético [Fig. 2.26). Debi- 
do a su elevada fuerza edulcorante aporta menos 
calorias que el azucar (sacarosa). 

El azúcar de la fruta enriquecido se produce en Euro¬ 
pa a partir dei almidón mediante degradadón con 
amilasas y una conversión final con glucosa isome- 
rasa. Altemativamente, se puede partir de la sacaro¬ 
sa: por hidrólisis ácida o fragmentación con Ia enzi¬ 
ma invertasa origina azücar invertido, o sea fructo¬ 
sa más glucosa. La glucosa menos dulce e indeseada 
para los diabéticos se separa por cromatograffa. 



Frachtiucker 


m «wH 

Fig. 2.26 La fructosa se utili¬ 
za como edulcorante para 
diabéticos. 



Fig. 2 .27 Ei símbolo de ias 
enzimas inmovilizadas^ ei 
pãjaro en la jaula en el mer¬ 
cado de pájaros en Hong 
Kong. Ei SUS trato (oxigeno, 
pienso) se encuentra en la 
jaula. Los pmductos (C 0 3 
y excrementos) son elimina- 
dos. El pajarito no puede ale 
jarse volando y está protegi¬ 
do dei gato. 



Fig. 2.28 Las células de 
levadura encerradas en 
polímeros (inmovilizadas) 
mantienen su actividad 
y ní síquiera germinan. 



Fig. 2.29 Botas de algínato 
en un reaetor de columna 
con ievaduras mmovilizadas, 
que son a trave sa d as por la 
disoluciôn de azikar. 
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Cuadro 2.9 Jarabe de fructosa 

El proceso puramente químico de la isomeri- 
zación de glucosa a fructosa con catalizado¬ 
res técnicos a altos valores de pH fue un fra- 
caso, Se forman productos colaterales 
coloreados oscuros y de mal sabor, cuya 
separadón seria demasiado cara, 

En 1957 se descubrló la xílosa isomerasa, 
que aparte de xilosa a xiluiosa también 
puede isomerizar gíucosa a fructosa. Puesto 
que la actividad colateral representa una 
variante interesante economicamente, la 
enzima se denomina hoy princípalmente glu¬ 
cosa isomerasa, La glucosa isomerasa es una 
enzima intracelular y se origina a partir de 
microorganismos diferentes, por ejemplo de 
Streptomyces. 



Transporte dei jarabe de froctosci en Estados 
Unidos. 


En Í 9Ó0 se patentó en Estados Unidos el 
correspondiente proceso enzimático, En 
1966, unos investigadores japoneses en 
ía ciudad de Chiba describieron un proceso 
industrial que utiliza la glucosa isomerasa 
soluble. En el proceso de isomerización de 
la glucosa se obtiene como producto una 
mezcla de glucosa y fructosa. Esta mezcla 
puede usarse en lugar de la sacarosa cristalina 
como jarabe, puesto que su capacídad edul- 
corante es muy grande. 

En Estados Unidos, la Clínton Corn Proces¬ 
sing Company empezó en 1967 la produc- 
cldn de jarabe de glucosa-fructosa mediante 


una glucosa isomerasa soluble. Este jarabe 
contenfa inicialmente, sin embargo, solo un 
15% de fructosa. Ade más, pronto quedo cla¬ 
ro que el proceso de la glucosa isomerasa 
sólo puede ser rentable economicamente 
solo si se utiliza de nuevo la cara enzima. 
Por suerte, la glucosa isomerasa es una enzi¬ 
ma ideal para la inmovilización. Es estable 
a altas temperaturas, y puesto que tanto el 
sustrato (glucosa] como el producto (fructo¬ 
sa) son moléculas muy pequenas, bay pocos 
problemas de difusión si la enzima mmovílí- 
zada se empaqueta en columnas. Las molé¬ 
culas de glucosa y fructosa no llevan carga 
eléctrica, por lo que la glucosa isomerasa 
podrfa unirse a un derivado de celulosa car- 
gado como material portador; de lo contra¬ 
rio, el sustrato y el producto “permanecerfan 
pegados* electrostáticamente al portador. 

En 1968 la Clínton Com Processing Com¬ 
pany llevó a cabo un proceso discontínuo 
con una enzima ínmovilizada, que libero un 
42% de fructosa. En 1972 eonslguió desarro- 
liar un sistema que trabajaba continuamente 
con glucosa isomerasa Ínmovilizada. 

Esta próspera solución tecnológica por sí sola 
no bastaba, sin embargo, para el reconocí- 
míento dei procedimiento; era decisiva la 
sítuación dei mercado. 

En los afios 1960 el precio dei azücar era de 
15 a 20 centavos por kilogramn. El jarabe de 
fructosa no podia producirse más barato en 
níngún caso. En ese momento prevalecían 
también las desventajas dei proceso enzimáti- 
co. Además de la fuerza de los prejuicios/era 
importante un acercamiento a la industria: 
se tuvo que desarrolJar un sistema complica¬ 
do de filtros de preslón y un aparato para la 
separadón dei metal pesado cobalto, que se 
utüizó como estabilizador de la enzima. 

Pero en noviembre de 1974 aumentó el pre¬ 
cio dei azúcar a 1 dólar y 25 centavos el kilo- 


gramo. El proceso de Ia isomerasa se blzo 
muy atractivo de la noche a la manana, Al 
mismo tíempo, la companfa danesa Novo 
Industry A/S inmoviíizó un preparado de 
glucosa ísomerasa que era más barato, sin 
adicíón de cobalto y soportando la preslón 
en grandes reactores industrial es, por lo que 
no era nada raro encontrados en columnas 
de siete metros de altura. 



En 1976, solamente en Estados Unidos se 
produjeron 7501 de glucosa isomerasa y con 
ellas 800 0001 de jarabe de fructosa ai 42%. 
Puesto que el precio dei azúcar a finales de 
197Ó cayó de nuevo a 15 centavos por kilo- 
gramo, se estableció y se impulsó el nuevo 
proceso ya exitoso. El jarabe de fructosa al 
42% se produjo a precíos menores que la saca¬ 
rosa. En 1978 se dio otro paso adelante. 
Mediante los nuevos procedimientos de sepa- 
ración se obtuvo un jarabe de fructosa al 55%. 
Era solamente un 15 a 25% más caro que el 
jarabe al 42%. Para bebidas ácidas, como la 
Coca-Cola (valor de pH de 4,0), fue necesario 
un jarabe con al menos un 55% de fructosa 
para remplazar a la sacarosa. Con ello tuvo 
êxito en un mercado importante el aumento 
masivo dei jarabe de fructosa. 


Precio deí azücar desde 1901 hasta 2001 
(en centavoa/libra) 
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Fig. 2,30 En lapón se anaden 
amínoácidosa las bebidas 
saíudables. 


Los gastos totales de la aplicación de Ia glucosa 
isomerasa ínmovilizada son un 40% menores que 
con la enzima soluble (Fig. 2.32). 

■ 2.12 Alimentos y forrajes 
con enzimas inmovilizadas 

El ejemplo de la glucosa isomerasa ha mostrado que 
mediante enzimas inmovilizadas se pueden produ- 
cir grandes cantidades de productos a bajo coste. 
Otra posMIdad para las enzimas inmovilizadas, la 
producción eficaz de productos de alta calidad en 
pequenas cantidades, la presenta la penicilina aci- 


lasa, que cataliza los câmbios adecuados en Ia molé¬ 
cula de penicilina (Gap. 4). 

Los aminoáddos como la lisina y la metionina 

no pueden sintetizarse en los no rumiantes, por 
ejemplo humanos, pollos y cerdos, 0 sólo puede 
hacerse con insuficiente velocidad, y deben propor- 
cionarse con la alimentadón; por ello se denominan 
esendales (indispensables). La necesidad de ami- 
noácidos esenciales como adición al íorraje y para 
fines médicos (soluciones de inyecdon) aumenta 
rapidamente. Hoy se empiezan a utilizar los méto¬ 
dos fermentativos y químicos para la fabricadón 
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industrial de L-aminoácidos (véase Gap. 4), en lugar 
dei aislamiento convencional de iúdrolizados de 
proteína. Los aminoácidos sintetizados química' 
mente son, sin embargo, mezclas ópticas inactlvas 
(racematos) de isómeros d y l Sólo la forma l ópti¬ 
ca (excepción: metionina) es íisiológicamente acti¬ 
va, y sólo ésta es útil en medicina, para deportistas 
(Fig. 2.30} y para forraje. 

Ichiro Chibata (Fig. 2.23) y su grupo desarrollaron 
enjapón un proceso en el cual el racemato de ace- 
til*D,L-aminoácidos producido quimicamente se 
separa enzimáticamente en los L-aminoácidos y los 
acetil-D-aminoácidos no hidrolizados (Fig. 2.34), 
Los L-aminoácidos deseados se separaron fácMen- 
te, debido a su solubilidad reducida, de los D-amíno- 
ácidos acetilados. Los D-aminoácidos no deseados 
se utilizaron de nuevo para la síntesís química dei 
racemato. Al principio, este proceso se realizó con 
aminoadlasa soluble de rinón o de Aspergillus 
oryzae ; pero no podia recuperarse la enzima. 

Para determinados fines (por ejemplo para solucio¬ 
nes de inyecciôn que contienen aminoácidos) las 
“impurezas enzimáticas” se tuvieron que separar 
de nuevo, con díficultad, para evitar las reacciones 
inmunitarias de defensa en los pacientes. Esto con- 
dujo a pérdidas dei rendimiento y gastos adiciona- 
les, La inmovilización se ofrecíó como una salida. Se 
une entonces la enzima de modo sencillo y barato 
mediante adsorción (fijación) a un portador (bolas 


de DEAE-celulosa) (Fig. 2.33). Es muy estable, en 
Ó5 dias su actividad disminuye sólo a la mitad. La 
empresa Tanabe Seiyaku, de Osaka, había utilizado 
con ello por primera vez una enzima inmovilizada 
industrialmente. 

Desde 1 969 se produjeron industrialmente con este 
procedímiento los aminoácidos i-fenilalanina, L- 
valina y L-alanina (Fig. 2.33 y Gap. 4]. 

Los gastos totaies dei proceso inmovilizando la ami¬ 
noadlasa se encuentran aproximadamente un 40% 
por debajo que con la enzima soluble (Fig. 2,34). 
Puesto que ei proceso está ampliamente automati¬ 
zado se ahorran los gastos de personal, los gastos dei 

Cosí es relativos en % 
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Fig. 2.31 Como se obtíene 
jarabe de fructosa a partrr 
de almidón. 


Nota practica: 
fructosa contra Ea "resaca" 

Algunos expertos recomíen- 
dan una cu charada de fruc* 
tosa tras una noche alegre. 
Sin embargo, hay que íener 
cuidado con ia imposibílidad 
de tomar fructosa (intolerân¬ 
cia a la fructosa) en algunas 
■personas, que puede condu- 
dr a la muerte. Es inofensivo 
tomar fructosa con la miei 
0 la mermelada, que ambas 
la contienen y tambíén la fru¬ 
ta fresca. En elhigado, la 
fructoquinasa forma fructo¬ 
sa d fez veces más rápfdo 
que la hexoqumasa la gluco- 
sa en el cuerpo, Este proceso 
forma el cofactor NAD\ que 
se requíere urgentemente 
en La degradadõn de alcohol 
(mediante la alcohol desbi- 
d roge n asa y la ac et a I debido 
deshídrogenasa). EL alcohol 
y La “sustanria dela resaca' 1 
acetaldehído se degradan 
mãs rápido. 


Fig. 2.32 Comparación de 
los costes de praduceEón 
para el Jarabe de fructosa 
mediante giucosa isomerasa 
soluble e inmovEÜzada 
(según Kyowa Hakko Kogyo 
Co., Japón). 
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Fig. 2.33 El primer proteso 
industrial (196^ Tanabe Seí- 
yaku, lapón) con enzimas 
inmovilizadas; conversión 
química de acfitít-D,Lamino- 
ácido, mediante amrnoacila- 
sa, en el fisiológica mente 
activo L-amíno ácido (difícil- 
mente soluble, cristalizado) 
y ei ín activo acetil-o-amino- 
ácidOp que puede transferir- 
se de nuevo térmica 0 quimi¬ 
camente a ia forma de parti¬ 
da (mezda de forma D y l)- 
En et cor respondi ente proce- 
so se utiliza el material crudo 
completo. 
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DEAE- 

Sephadex 


Síntesls Racemización 



Producto: L-Aminoácrdo 
(activo fisiológica mente) 
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Fig. 2.34 Comparacion de 
los costes de producdún 
con el uso de aminoacilasa 
soluble e inmovilizada 
(segúnTanabe Seíyaku, 
japon). 



Fig. 2.35 El gatito Fortuna 
disfruta de la leche libre de 
lactosa, que se produce 
mediante el tratamíentu 
enzimático con lactasa (p- 
galattosidasa) inmovilizada. 
La lactasa rompe la lactosa 
en glucosa y galactosa. 


catalizador son menores y el rendimiento de la pro- 
ducción es superior. Con ello se muestra claramen¬ 
te la superioridad dei uso de la forma inmovilizada, 

Esta superioridad no se pudo lograr con el uso de 
otras enzimas, Así, desde hace ya más de 20 anos se 
utiliza la giueoamilasa soluble industrialmente, 
Hubo muchos intentos satisfactorios para inmovlli- 
zar giueoamilasa. Finaimente, sin embargo -a pesar 
de las ventajas que tiene técnicamente una enzima 
inmovilizada- la forma inmovilizada no compitió 
con la soluble, porque es fácil obtener giueoamilasa 
soluble y T por lo tanto, es barata f puede utilizarse sin 
problemas técnicos y el proceso se puede optimizar 
al máximo. Con lactasa soluble o inmovilizada 
(Fig. 2.35] se produce leche exenta de lactosa, fácil¬ 
mente digeríble, 

Otra enzima soluble se utiliza actualmente cada vez 
más para la elaboración de forraje: la fitasa (Cuadro 
2,7). La fitasa fragmenta los grupos fosfato dei fita- 
to en los granos de forraje, y así ayuda a disminuir 
la costosa adición de fosfato y la eliminación de fos¬ 
fato de cerdos y pollos (Fig. 2.22), lo cual resulta 
mucho mejor para el medio ambiente. 

■ 2.13 Los reactores de enzimas 
de membrana usan 
regeneración de cofactor 

Se alcanzó una nueva fase en la aplicación de enzimas 
con el desarrollo de los reactores de enzimas de mem¬ 
brana, en los cuales se utilizan las enzimas depen- 


dientesde cofactores, que constantemente regeneran 
los muy caros cofactores enzimáticos utilizados. 

En los reactores de membrana, los cofactores 
dependientes (NADH) aminoácido-deshidrogenasas 
y formiato-deshidrogenasa [FDH, para la regenera¬ 
ción de cofactores utilizados) se coiocan juntos entre 
membranas de ultrafiltración. Esto se consigue 
mediante la corriente de disolución de sustrato. Las 
enzimas no pueden penetrar a través de las membra¬ 
nas. Para que el cofactor de bajo peso molecular no 
abandone la câmara de reacción junto con los pro- 
duetos, se une a un polímero portador (polietilen- 
glicol, PEG) y se mantiene así a pesar de su tamano 
cien veces menor. La aminoácido-deshidrogenasa 
transforma, con la participación dei cofactor, el oxo- 
ãcido en L-amínoácido (Fig. 2.37), que se difunde 
bacia fuera a través de las membranas. El cofactor 
NADH, en ese momento costoso, se oxida a NAD + 
y se bace “inútil" para ía enzima. La segunda enzi¬ 
ma “atrapada” en la câmara dei reactor, ia formiato- 
deshidrogenasa, puede transformar el barato ácido 
fórmico (formiato) en C0 2 no contaminante, y redu- 
ce entonces NAD + a NADH. Por consiguiente, el 
caro cofactor se regenera y se utiliza de nuevo. El 
concepto de regeneración dei cofactor en el reac¬ 
tor de enzimas de membrana de Christian Wan- 
drey (Fig, 2.38), Marfa-Regma Kula y Andreas F. 
Bückmann, de Jiilicb y Braunschweig, supuso un 
considerable avance: ídurante más de 90 anos cada 
molécula regenera en el biorreactor de 700 000 a 
900 000 veces el NAD + utilizado! 
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Hg. a.36. Las levaduras ínmovilizadas 
producen etanol. 

La inmoviíizadôn (fijaciân a un porta¬ 
dor) de las célula5 ofrece varias venta- 
jas productivas: las células se pueden 
usar de nuevo v tienen una larga vida* 
El producto final deseado permanece 
exento de sustancías biológicas y célu¬ 
las, y por lo tanto se elimlnan algunas 
etapas de purificaciân* 

Con una de las técnicas más utilizadas, 
la Enclusfõn de células en geles, se 
tnezda una suspensión celular con las 
sustandas unidas al geL 

El alginato, un producto de algas mart- 
nas que se usa en la industria alimen¬ 
taria para la elaboracion de jaleas, 
construye con tos iones cálcio una 
espesa red y forma una esíructura de 
getestable. 

Se producen las bolas 0 perlas de gel 
de alginato, en las cuales una mezcla 
de células-alginato se hace gotear en 
una disoluciôn de doruro de caldo. 
Tras la penetradõn de los iones caldo 


cuajan las perlas de alginato y cierran. 
por ejemplo, Ias células de levadura 
fuerte mente. 

Las pequenas moléculas, como la giu- 
cosa, pueden alcanzar los poros en las 
células; los productos (alcohot y dióxi¬ 
do de carbono) a bando na n las bolas. 
Las células de levadura vivas permane- 
ten intactas. 

Para empaquetar densamente las per¬ 
las de alginato con célutas se promue- 
ve, en prímer lugar, el aumento de 
células mediante la adtción de alimen¬ 
tos y oxigeno* Si el espado disponíble 
en el gel se tlena con las células, las 
perlas se apilan en un biorreactor de 
columna. El biorreactor se ocupa dei 
paso a través de una disoluciôn de glu¬ 
cosa, que utiliza las células inmoviLiza- 
das como sustrato* Puesto que ei oxi¬ 
geno no se encuentra abundantemente 
para su uso. las células de levadura 
fermentan glucosa a alcohol. 

El alcohol produddo y el C0 2 gaseoso 
formado abandonan las bolas. Las íns- 
talaciones piloto producen durante 


meses continuamente alcohol a partir 
de glucosa con la ayuda de células 
Ínmovilizadas* 

De modo similar a las células de leva¬ 
dura, también se inmovilízan células 
de plantas y de anlmales. 

En lugar de bolas pueden prepararse 
células ínmovilizadas con películas, 
por ejemplo con membranas para bío- 
sen sores, 

La levaduraAxuicí se inmovilíza y se 
aplica para medir la demanda bioquí¬ 
mica de oxigeno (DBO) con bsosenso- 
res en aguas residuales (véase 
Cap. io): se míde la respiración (consu¬ 
mo de oxigeno) de las células de leva¬ 
dura Ínmovilizadas en una membrana 
de polímero con un sensor de oxigeno. 
Si no se encuentra ninguna sustância 
bíodegradable en el agua ("agua lim- 
pia"). las levaduras no toman alimento 
y, por lo tanto, tampoco respiran oxige¬ 
no. El biosensor libera una seria! en 
sólo cinco minutos* ÍEI método conven¬ 
cional necesíta cinco díasl 



Célutas Ínmovilizadas 
de la levadura Arxula 
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Fig. 2.37 Princípio dei reac- 
tor de enzimas de membrana 
para ia pmducdón de L-ami- 
noáddos (porejmplo L-ala- 
nina), El cofactor NA D* está 
unido ai polletHenglkoi 
(PEG) de alto peso molecular 
y se sostíene dentro, junto al 
reactor, con las enzimas. Se 
reduce constante mente por 
ia formiato-deshidrogenasa 
ycon ei lo se regenera para 
só utitizacíón mediante ta L- 
amirioâeido-deshídrogenasa 
(segün Wandrey 1986, modi¬ 
ficado). 



Fig. 2.3B Chiistian Wandrey 
consiguiÔ, con Regina- 
María Kula yAndreas Fríts 
Büekmann, eí primer reactor 
de enzimas de membrana 
con regeneradon de cofactor 
enjülichy Braunschweíg. 



Fig, z + 39 Una destíleria de 
alcohol en 1900, Las amila- 
sas se utilizan para descoro 
poner elatmídón. 



Fig. 2.40 Instalación 
moderna en JapÓncon 
levaduras in mobilizadas. 
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■ 2.14 Células inmovilizadas 

Aparte de las enzimas se pueden mmovilízar tam- 
bién las células enteras* Japón está espetialmente 
muy avanzado en ei campo de las células inmovi¬ 
lizadas. Ichiro Chibata y Tetsuya Tosa, de la com- 
pahía Tanabe Seiyaku, en Osaka, pioneros ya de la 
inmovílización de enzimas, desarrollaron en 
1973 un proceso en el cual sintetizaron anual¬ 
mente 6001 dei aminoácido aspartato a partir de 
ácido fumárico en las células destruidas de 
Escheríchia coli atrapadas en gel [véase también 
Gap, 4). Después de 120 dias, la activídad aspar- 
tasa de las bactérias cólicas bajó a la mitad. Las 
células libres tenian, sin embargo, solo diez dias 
de vida media. En el proceso con células inmovi¬ 
lizadas se origina un 60% de los gastos de produc- 
rión en comparaeíón con la utülzadón de células 
libres: los gastos dei catalizador bajan un 3% dei 
aproximadamente 30% en las células libres, los 
gastos en personal de servido y la energia un 15%. 
Un reactor en coiumna de 1000 L de capacidad 
libera cerca de dos toneladas (!) de l- aspartato por 
día, Los microorganismos se ofrecen enseguida y 
de modo natural en los procesos de varias eta¬ 
pas, como la producción de alcohol con levadu¬ 
ras mmovilizadas, El etanol se produce anaeróbi- 
camente [en ausência de aire) a partir de glucosa 


mediante una reaceión de varias etapas, utilizan¬ 
do el sistema regenerador dei cofactor (en las 
células de levadura). 

Una instalación piloto para etanol de la compa- 
nía Kyowa Hakko Kogyo Co t (Fig. 2.40) trabajó en 
1982 con cinco columnas reactoras (cada una de 
cuatro metros ciíbicos de capacidad) durante más 
de seis meses y produjo contínuadamente alcohol 
al 8,5% a partir de melaza de cana de azúcar, El 
reactor utílizó células vivas de levadura, que se 
encerraron en bolas de alginato en forma de gel 
(Fíg. 2,36) * El alginato se obtiene de Ias algas mari- 
nas (Gap. 7) y se utiliza como espesante en la 
industria alimentaria. La instalación piloto genera- 
ba cada día aproximadamente 2400 litros de alco¬ 
hol puro. 

Las ventajas de la inmovílización de células son 
claras si se compara la productívídad con la de los 
procedioüentüs convencionales: es aproximada¬ 
mente 20 veces más alta y los gastos bajan drásti¬ 
camente. Puesto que el proceso transe urre de for¬ 
ma contínua, se puede controlar automáticamen¬ 
te por ordenador y con ello se evitan recursos 
humanos, La Instalación de etanol es el ejemplo 
modelo para ínstalacíones de biosíntesis más com¬ 
plicadas. 
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Ocho preguntas 
de autoevaluación 

1 . £Por qué es impensable el meta¬ 
bolismo en la célula sin enzimas? 

2 . lios biocatalizadores son síem- 
pre proteínas? 

3 . ZMediante quê "trucos” pueden 
disminuír drásticamente las enzi¬ 
mas la energia de activacíòn de 
las reacciones? 

4 * iCómo se modifico la teoria de la 
llave-cerradura de Emil Fischer 
con el modelo de la lisozima de 
David Phillips? IQuê dice la idea 
de Koshland dei "ajuste induci- 
do”? 

5 , iCuáies son las ventajas de 
las enzimas inmovilizadas? 
i.Para quâ se usan las enzimas 
inmovilizadas? £Por qué no se 
utilizan enzimas inmovilizadas 
en todas partes? 

6 , iCuãles son los campos de 
aplícación más importantes de 
las enzimas en la industria? 

7 , i Por qué las lavadoras en Japón 
no tienen un programa caliente? 

8 , iPor qué y cómo se regeneran 
los cofactores en los reactores 
de enzimas de membrana para 
la síntesis de aminoãcidos de 
alta calidad? 
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Fíg. 3.1 james D, Watson 
(n-acído en 1928), 



Fig. 3.2 FrandsC Crick 
(1916-2004), 



Fig .^3 Doble hélice dei 
DNA. Sydney Srennereo 
suprimera ímpresiârt: 

“The moment I saw the DNA 
model ... / reülked it js the 
key ofunderstanding to ali 
problema ofhsatogy 7 '. 



Fig. 3.4 DNA polimerasa; 
la hebra matriz se destaca 
en púrpura, y la nueva hebra 
formada en verde. 


■ 3.1 DNA: La doble hélice porta 
el material hereditário 

El centro y el eje de rotación de la biorrevolución es 
la hélice de la vida -la portadora dei material heredi¬ 
tário, el ácido desoxírribonucleico [ADN) f abreviado 
intemadonalmente DNA por ias siglas de su nom- 
bre eo inglês (deoxyríbonucleic ãcidj. La larga bús- 
queda dei portador de la herencia (Cuadro 3.1] cul- 
minó en 1953 con m artículo de la revista científi¬ 
ca “Nature", escrito por dosjóvenes investigadores, 
James Dewey Watson (nacído en 1928) y Francis 
Compton Crick (1916-2004) (Figs. 3,1 y 3.2). En 
él se podia ver un sencilloy genial gráfico de la doble 
hélice dei DNA (Fig. 3.3). 

El DNA es comparable a una simple cremallera en 
tirabuzón -sin embargo, es una cremallera que 
posee cuatro tipos diferentes de dientes, las cuatro 
bases: adenina (A), dtosína (C), guanina (G) y timi- 
na (I). Estas bases son partes integrantes de los 
nucleótidos, los componentes básicos dei DNA. Los 
nudeótidos, asimismo, constan de un azúcar, una 
base y un resto fosfato (Fig. 3.8). La geometria de ia 
doble hélice no es solo para ahorrar espado, sino 
que además permite el acceso a la información des¬ 
de todas partes. 

La desoxirribosa es el azúcar de los nucleótidos. 
A diferencia de la ribosa -el azúcar dei ácido ríbo- 
nucleieo, el RNA- a la desoxirribosa le falta el áto¬ 
mo de oxigeno en el carbono 2\ El esqueleto cons¬ 
ta de unidades alternantes de desoxirribosa y fosfa¬ 
to. Los azúcares están enlazados, pues, unos con 
otros mediante puentes fosfodiéster. Como los 
dientes de una cremallera en su soporte, las cuatro 
bases están sujetas al esqueleto, que tiene símple- 
mente funciones portadoras. Para la información 
genética sólo es importante la secuenda de las 
cuatro bases. 

Las dos tiras de dientes se mantienen juntas meca¬ 
nicamente cuando la cremallera está cerrada. En el 
caso de las dos hebras dei DNA se trata, en cambio, 
de interacciones moleculares, puentes de hidró- 
geno (puentes H), que actúan entre bases opues- 
tas de las dos hebras individuales (Fig, 3.8). 

Erwin Chargaff (1905-2002, Fig. 3.5) determi¬ 
no en 1950, con la ayuda de métodos cromatogrã- 
ficos, que la relación de adenina a timina y de gua¬ 
nina a citosina en todos los seres vivos es siempre 
alrededor de 1 (regia de Chargaff) (Fig. 3.6). A 
partir dei modelo de DNA de Watson y Crick se 
entiende por que esto es así: las bases A y T, así 
como las bases C y las G, encajan en el espado de 
forma exacta; tres puentes H mantienen G y C 


juntas, dos puentes H a A y T (Fig. 3.8). La deno¬ 
minada regia dei apareamiento de bases (0 
regia de Watson-Crick) es el apareamiento 
esencial para Ia transferencia exacta de ia ínfor- 
mación genética. 

■ 3.2 Las DMA polimerasas 
catalizan la repücación 
de la doble hebra de DNA 

La base de las características de toda herencia es la 
proliferación de células. Dos descendientes dei mis- 
mo tipo se originan a partir de una célula, y ambas 
llevan el mismo programa hereditário. Por lo tanto, 
antes de la división celular (mitosis) el DNA debe 
preparar, por el proceso de replicadon, una copia 
exacta de sí mismo. Con este propósito, el DNA se 
abre como una cremallera, es decír, Ias dos hebras 
sencillas se separan una de ia otra. De cada una de 
las dos hebras libres que pertenecfan al DNA, la 
DNA polimerasa (Fig, 3.4) sintetiza una nueva 
hebra de DNA. Se forma , con la hebra existente, de 
nuevo una doble hélice, de modo que ai final se 
encuentran disponibles dos nuevas dobles hélices. 

La DNA polimerasa pertenece a la clase de enzi¬ 
mas de las transferasas (Gap. 2), así que transfie- 
re grupos químicos. La aisló Arthur Komberg 
(nacido en 1918, prêmio Nobel en 1959) de 
Escherichiâ colL En la repücación de un prepara¬ 
do celular se une un nucleótido A a un nucleóti- 
do T, y delante de un nucleótido C libre se coloca 
un nucleótido G, etc. 

Mientras que el nucleótido, que se encuentra desapa- 
reado en ia “parte delantera”, se ordena correctamen¬ 
te mediante puentes de hidrógeno entre las bases apa- 
readas, la polimerasa enlaza la “parte trasera” dei “ele¬ 
mento dei esqueleto* de la desoxirribosa y fosfato 
para generar la estructura con el enlace fuerte. 

La DNA polimerasa (Fig. 3.4) cataliza, por lo tanto, 
con la rotura dei pirofosfato, la unión de un enlace 
fosfodiéster entre e! final OH-3’ de una secuencia 
existente y el final trifosfato-5 ? de un nuevo nucle- 
ótido entrante. 

Para ello la enzima necesita una presentación de 
copia, una matriz ( template) . Ésta puede ser una 
hebra única 0 también una doble hebra pardalmen¬ 
te separada. 

Aparte de la matriz, la poLímerasa requiere todos los 
componentes en forma activada, es decir, los des- 
oxinudeósidos-S^trifosfatos (dNTP), y una 
doble hélice de punto de partida, un iniciador (pri¬ 
mei), con un grupo hidroxílo 3' libre. 
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La DNA polimerasa I, que se muestra en la Fíg. 3.4, 
tiene una doble actividad: se une a un fragmento 
corto de una única hebra ( níd <\, pertenecíente a la 
molécula de DNA de doble hebra, y sintetiza enton- 
ces una hebra completamente nueva (actividad 
polimerasa), mientras continua degradando la 
hebra existente (actividad nucleasa). Degradadóny 
construcción transcurren símultáneamente, y el 
nick recorre longitudinalmente todo el DNA. Esto 
sirve para corregtr faílos, y así, los nucleótldos que 
se han instalado erroneamente se reempiazan. Esta 
propiedad confiere la increíble precisión de la replí- 
cación dei DNA, con un índice de falto de uno por 
100 000 000 de pares de bases copiados, jEsto seria 
como si se escribiese a máquina unas mil novelas y 
sólo se cometíera un error! 

La molécula de la polimerasa se parece a una mano 
derecha: el lugar entre los otros dedos y el pulgar lo 
ocupa el DNA, La actividad polimerasa se sítúa 
entre el dedo índice y el dedo corazón. La actividad 
nucleasa en el centro de la molécula lee Ia correc- 
ción de los nucleótidos ínsertados. A partir de la 
doble hélice se orignan así dos copias exactas, cada 
una de ias cuales representa una molécula de DNA 
completa. En la división de la célula madre se sepa- 
ran ambas en las dos células hijas. 

En la técnica decisiva para la ingeniería genética, la 
reacdón en eadena de la polimerasa [polyme- 
rase chain reaction, PCR, véase Cap. 10), se utí- 
lizan las DNA-poiimerasas estabies al calor de Ia 
bactéria Thermus aquatícus, que entre otros luga¬ 
res viven en las fuentes de agua hírvientes dei Par¬ 
que Nacional de Yellowstone. Se denominan tam- 
bién Taq polimerasas, 

■ 3*3 No todos los genes constan 
de DNA: los vírus RNA utilizan 
RNAde una única hebra 

El genoma de casí todos los organismos consta de 
DNA, Sin embargo, algunos vírus utilizan RNA 
(ácido ribonucleico), que está rodeado de una 
envoltura proteica, El vírus dei mosaico dei taba' 
co (VMT), que ataca las hojas de esta planta, cons¬ 
ta de una molécula de RNA de una única hebra 
con 6395 nucleótidos y una envoltura proteica 
con 2130 subunidades idênticas (Fíg. 3,7). Una 
RNA-polimerasa cataliza su replicacíón. 

Otra clase importante de virus RNA son los retro- 
virus. En ellos el rio de Información genética no fiu- 
ye como es habitual, desde el DNA al RNA, sino en 
dlrección contraria ( retro). A los retrovirus pertene- 
cen el VIH causante dei sida y algunos virus precur¬ 
sores de câncer (Gap. 5). 


Contienen dos copias de RNA de una única hebra. 
Al entrar en la célula atacada, este RNA se reescri- 
be a DNA mediante una enzima virai que entra con¬ 
juntamente, Ia transcriptasa inversa (véase 3.13 
y Fig. 3.35), y la doble hebra de DNA formada de 
este modo entra en el genoma cromosòmico dei 
huésped. La célula dei huésped produce más tarde, 
con la información dei genoma virai integrado, nue- 
vos RNA viral.es y nuevas proteínas de cubierta dei 
virus, que se unen para formar partículas infeccio¬ 
sas de virus (véase Cap. 5). 

■ 34 La adaración 
dei código genético 

Sólo despiiés de saberse que la información genéti¬ 
ca se encuentra en las cuatro bases se planteó la pre- 
gunta sobre cómo se codífican las instrucdones de 
la construcción genética en esta secuencia de bases. 

En los anos 1940, los dos investigadores de genéti¬ 
ca americanos George W. Beadle (19034 989) y 
Edward L. Tatum (1909-1975), juntamente con 
Joshua Lederberg (nacido en 1925), los fundado' 
res de Ia genética de fagos, aciararon el asunto. EHos 
postularam w Un gen conduce a la producdón 
de tma enzima”. 

Las enzimas son moléculas proteicas. Por ejemplo, 
se podría sospechar que el gen para la coloración 
azul de tos pétalos de Ias flores induce la producdón 
de una enzima que controla la formadón dei coio- 
rante azul de ias flores. Beadle, Tatum y Lederberg 
obtuvieroo en 1959 el prêmio Nobel de Fisiologia o 
Medicina. 

La pregunta clave era, sin embargo, de qué forma 
las instrucdones de construcción dei DNAllevan a 
la formadón de proteínas. Las proteínas son molé¬ 
culas de medidas diferentes, que se componen de 
20 aminoácidos distintos. El tipo, el número y la 
secuencia de los aminoácidos en la molécula de 
proteína determinan sus propiedades (véase en el 
Cap. 2 el ejemplo de la lisozima). 

la ordenación de las bases en el DNA, la secuencia 
de DNA, entrega las instrucdones para incorporar 
los aminoácidos en la proteína. Las instrucdones de 
construcción se encuentran en el conocido lenguaje 
de las bases A, C, G y T; las proteínas se escriben, en 
cambio, en otro lenguaje completamente diferente, 
el de los aminoácidos. La clave para traducír dei len- 
guaje dei DNA al de los aminoácidos se denomina 
código genético. 

Iras el modelo de la doble hélice de Watson y Crick 
de los anos 1950 se empezó a especular sobre el tipo 
de código genético: cuatro bases diferentes sírven 



Fig. 3.5 Erwin Chargaff 
(1905-2002). 


35 

30 



■ Ade nina 

■ Timlna 

■ Citosina 

■ Guanina 

Fig. 3.6 Composición dei 
DMA humano en porcerrtaje, 
Distribudón de las bases K 
T, C v G en el genoma huma¬ 
no. como se resume en las 
regias de Chargaff. 



Fig. 3.7 Construcción det 
vírus dei mosaico dei tabaco 
(VMT) con subunidades pro¬ 
teicas y una motécuia de 
RM A de una única hebra. 
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Fig, 3.8 De! D NA a la proteí¬ 
na. Derecha, arriba: estrue- 
tura de la doble hélice dei 
DNA, Derecha, abajo: como 
se transcribe la secuenda 
de bases dei DNA al RNAm 
y desde los ribosomas se tra- 
duce a una secuenda de 
aminoádctos. 



Fig. 3.9 RN A poli me rasa con 
un RNAm nuevo sintetizado. 



Fig. 3.10 Marshall Nirenberg 
(n acido en 1927) (derecha) 
y Helnrich Matthaeí 
(nacído en 1940), 



Fig. 3.11 HarGobind 
Khorana (na eido en 1923). 
prêmio Nobel en 1968 con 
Nirenberg y Holíey 


Nudeòtido ____ menos combinadones de tres (tripletes o codones): 

4 3 (4 x 4 x 4) = 64, Debido a que no se requieren Ó4 
sino 20 instruedones para la incorporacíón de los 20 
aminoácidos, se podría sospechar que se usan varias 
combinadones de tres para incorporar un mismo ami- 
noácido. Ei código está, pues, "degenerado”. 

Se supo también a finales de Ia década de 1950 que 
las proteínas no se producen directameníe en el 
DNA. El DNA genómico de Ias bactérias procario- 
tas nada libre en el plasma, mientras que el DNA 
eucariótko se encuentra encerrado fuertemente en 
el núcleo celular (Fig. 3.1 ó). Aparte dei DNA genó¬ 
mico en el núcleo celular, los eucariotas poseen 
también DNA mitocondrial, y ias células vegetales 
Io contienen en los doroplastos. 

Las proteínas se orígínan fuera dei núcleo en el cito¬ 
plasma. Las células disponen allí sus propias fábricas 
de proteínas: los ribosomas. En esta brecha entre el 
núcleo y la fábrica debe tenderse un puente. 

iCómo llegan las instruedones de construcción con* 
tenidas en el DNA desde el núcleo celular a los ribo¬ 
somas en el citoplasma? Se requiere un mensajero (en 
Inglês messenger ). Tal mensajero biológico es tam¬ 
bién necesario por motivos de "economia celular”. 



Extremo 5' 

A Grupo Fosfato 


Extremo 3' 


DesQximbosa 


Desoximbosa 


Extremo 3 


Extremo 5 1 


DNA RNAm Púlípéptido 


5 S 3 + 3 * 5 P 



5 * 3 * S' 3 ’ 


como instruedones para Ia colocación por transferen¬ 
cia de 20 diferentes aminoácidos. Sólo una combina- 
dón de varias bases puede, pues, aportar las instrue¬ 
dones para la instalación de un aminoáddo en una 
proteína; si fueran combinadones de dos, se conseguí- 
rían 4x4=16 posibilidades de combínación para la 
transferencia -demasiado pocas para ia codificación 
de 20 aminoácidos. Por lo tanto, se requerirían al 


■ 3.5 El genoma humano - Una enor¬ 
me enciclopédia de 24 volúmenes 

El genoma dei ser humano tiene 3 080 000 000 
letras, aproximadamente 750 megabytes en infor- 
mación digital. Llenaría unos 5000 líbros como éste 
y cabría en un único DVD {Digitai Versatile Disc), 

El ser humano posee de 20 000 a 2,5 000 genes 
codificadores de proteínas. 

Un único de los 24 cromosomas humanos lleva 
pues, como media, aproximadamente 1000 genes 
diferentes. 

El genoma humano se puede comparar con el con- 
tenido de una enciclopédia de 24 volúmenes 
“supergordos”. Otra comparación ilustrada: con él 
se pueden llenar 2000 guias telefónicas como la de 
Nueva York (Gap. 10). 

Cada volumen (cromosoma) de la enciclopédia (geno¬ 
ma) contiene aproximadamente 1000 instruedones 
de construcción (genes) para proteínas, y la longitud de 
las instruedones de construcción varia mueho. El len- 
guaje es raro: cada palabra (codón) consta sólo de tres 
letras y el alfabeto nada más tiene cuatro letras [A, T, 
C, G). Àlgunas instruedones son unicamente unas 
pocas líneas, mientras que otras ocupan varias páginas. 

Cada ínstrucción de construcción de proteína 
(exón) está Interrompida a menudo por vários, y 
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para nosotros hasta ahora incomprensibles, compli¬ 
cados lazos (intrones) que a veces se extienden cla¬ 
ramente sin sentido y en repeticiones hacia los lados. 

Si se solicita una determinada mstmcclón de cons- 
trucción (un gen), la administración de la biblioteca 
(o sea, la célula) prepara una copia, en lugar de pres¬ 
tar ei volumen original muy pesado de la enciclopé¬ 
dia. iCuyo valor es además incalculable! 

El nombre de esta copia genética de una hebra es 

ácido ribonudeico mensajero (RNAm}. 

La copia de RNAm dei gen se corresponde quimica¬ 
mente al original DNA. Como éste, consta también 
de un “esqueleto” alternando unidades de azúcar y 
fosfato, en el cual se asíentan las mismas bases: A, 
C, G. La base timina se reemplaza, sin embargo, por 
la base uracilo (U], que aparece en el RNA en todos 
los lugares donde en el DNA se encuentra timina 
(T) [Hg. 3.8). 

El azúcar dei RNAm es, como ya se ha menciona¬ 
do, una ribosa. Posee, a diferencia de la desoxirri- 
bosa dei DNA, un grupo OH en el átomo de carbo¬ 
no 2 dei azúcar. 

Si la célula requiere una determinada proteína, se 
prepara primero dei DNA una copia de RNAm dei 
gen correspondiente. En los seres vivos superiores 
(eucaríotas) estas copias se desplazan desde el 
núcleo celular al citoplasma, hacia la fábrica de pro¬ 
teínas en los ríbosomas. Aqui, el RNAm dirige la for- 
mación de la proteína [Fig. 3.16). 

El procedimíento para la producción de una copia 
de RNAm a partir de una fracción de DNA, la trans- 
crípcíón, se asemeja mucho al procedimíento de la 
copia (replicación) de la dívisión celular, en la fase S 
de la mitosis. 

En lugar de la DNA polimerasa actúa aquf otra enzi¬ 
ma. La “cremallera” de La doble hélice se abre local¬ 
mente al “principio de un gen”, y en las bases libres 
se coloca la enzima RNA polimerasa (Fig, 3.9) 
para la correspondiente colocadón de las “partes 
prefabricadas”: 

* frente a una adenina dei DNA un uracilo, 

* frente a una dtosina dei DNA una guanina, 

* frente a una guanina dei DNA una citosina y 

* frente a una timina dei DNA una adenina dei 
RNA. 

La inhibidón irreversible de las RNA polimerasas 
mediante la a-amanitina (Fig, 3.13) es, a propósito, 
la causa de que cada ano mueran en el mundo unas 
cien personas por envenenamiento con Ia seta Ama* 
nitã. Las células no pueden sintetizar más RNAm y 
por tanto tampoco más proteínas. 



■ 3.6 El código de DNA se agrieta; 
el RNA sintético descifra los codones 

El principio dei código genético ya era conoddo a 
princípios de los anos 1960, pero aún no se había 
descrifrado, ^Cuái de las 64 combinadones posi- 
bles de tres bases (codón) controla Ia incorporación 
de cuál de los 20 aminoácidos diferentes en una 
proteína? 

El experimento decisivo Io realizarem en 1961 el 
americano Marshall Nirenberg (nacido en 1927) 
y el alemán Heinrich Matthaei (nacido en 1940) 
(Fíg. 3.10), en el Congreso Internacional de Bioquí¬ 
mica en Moscú. 

Fabricaron enzimáticamente una molécula de 
RNAm artificial, que consfaba sólo de la base uraci¬ 
lo (-U-UU-Uetc.), y trasladaron estas instrucdones 
de colocadón artifidales a una mezcla de reacdón 
cuídadosamente preparada, La mezcla contenía 
todos los componentes químicos a partir de los cua- 
les se constmyen las células vivas, pero con una 
diferencia significativa: no contenía ningún otro 
DNA ni RNA que la molécula de RNAm artificial 
con bases U. No obstante, tras la adición dei progra¬ 
ma conductor, Ia mezcla de reacdón “muerta” 
empezó a generar una proteína como en una célula 
viva. La molécula proteica artificial constaba de una 
cadena con el aminoácido fenilalanina monótona¬ 
mente repetido: -Phe-Phe-Phe-etc. 

Nirenberg y Matthaei habfan descifrado con eilo la 
primera de las 64 posibles combinadones de tres dei 
código genético. El codón U-U-U dei RNA conduce, 
pues, a la incorporación dei aminoácido fenilalanina 
a una molécula de proteína. 

Pronto se determino “AAA” como el codón para ia 
lisina, “CCC” para la proüna, y así sucesivamente. 
Por fin, en 19óó terminó Ia búsqueda dei código 
genético gradas al Índio residente en Estados Unidos 


Fig. 3.12 Cómo interaccro- 
nan quimicamente los pares 
de bases (regia de Watson- 
Crfck): adenina-timina 
mediante dos puentes de 
hidrógeno, guanma-dtosina 
mediante tres puentf s de 
hidrógeno. 




Fíg. 3.13 Los eucariotas tie- 
nen tres tipos de RNA-poli- 
merasa. La sets Amwtfta 
phaibides produte ct-amani- 
tina, que ínhibe las UH A poli- 
me rasa 5 li y 191 humanas, con 
consecuencias a menudo 
mortales. 


iQué es una kilobase (kb )7 

Kl lo ba se (kb) significa 1000 
bases de una doble hebra 
de DNA o de una motécula 
de una única hebra, i kbde 
una doble hebra de DNA tie- 
ne o,34 micrómetros de lon- 
gitud y una mas a de aproxi¬ 
madamente 66o qoo dalton. 
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Cuadro 3.1 Historia de 
la biotecnologia: DNA 

“Mientras que ei senor abad era el guia espi¬ 
ritual más popular en Brünn T ninguna alma 
creia que sus experimentos fueran más que 
una díversión de ti empo libre y su teoria 
más que disparates de un encantador charla- 
tán” T escribíó un contemporâneo de Gregor 
Mendel 

Mendel (1822-1884) había hecho públicos 
en 1SÓ5 sus “experimentos con guisantes" ini¬ 
ciados en 1856. É1 fue quien formulo por pri¬ 
mem vez ias leyes de la herencia: las caracte- 
rísticas puras observadas externamente (por 
ejemplo los colores de las flores y ias formas 
de las semlilas y las vainas) se determinan 
poi los factores que se heredan independiente- 
mente unos de oiros. Estos íactores hereditá¬ 
rios se denommaron más tarde genes. 


Gregor Mendei 
(1822-1884) 


En 1900 las leyes de Mendel fueron “redes- 
cubíertas” por CE. Correns, E. von Tscher- 
mak y H. de Vries. 

En 1869 Johami Friedrich Miescher 

(1844-1895], de Basílea, ai$16 dei pus de 
un vendaje una sustância, la “nucleína”. 

Esta sustancia no pudo degradarse por las 
enzimas fragmentadoras de proteínas. Teriía 
propiedades ácidas, y por ello se denomino 
más tarde nucleína, por los “ácidos nuclei- 
cos", Miescher encontrò también nucleína 
en levaduras, células de ririón y de hígado, 
así como en los glóbulos rojos de la sangre. 

Sin embargo, pasaron más de 50 anos hasta 
que se supo que el DNA se forma conjunta¬ 
mente a partir de seis componentes: ácido 
fosfórico, ei azúcar desoxirribosa y las cuatro 
bases adenína, guanina, tímina y dtosina. 
Esta estructura simple no permitia explicar 
funciones complejas como la herencia. 

Rudolf Signer (\ 903-19901, de Berna, pro- 
dujo DNA en forma pura por prímera vez en 
1938. Ya hahfa pasado un tiempo cuando se 
descubrló que las bases dei DNA son anüios 
planos, que se encuentran colocados verti¬ 



calmente respecto a una cadena de !a molé¬ 
cula. En 1950 entregó 15 gramos dei más 
valioso DNA altamente purificado, según 
Cambridge el “maná de Berna”. 

En 1928, el bacteriótogo britânico Frederick 
Griffith (1877-1941) realízó un experimento 
con neumoeocos, los causantes de la neumo- 
nía, Gríffith trabajó con dos cepas de neumo- 
cocos. Una de ellas no tenía ninguna cápsula 
y recibíó la denominación K (dei inglês 
rougft, rugosa), La otra formaba cápsulas y 
se describió como cepa S (dei inglês smooth, 
lisa), En experimentos con ratones, la cepa S 
lisa fue mortal y la cepa R rugosa resultó 
inofensiva. Si se mataba a las bactérias de 
la cepa S peligrosa y se inyectaban a un ratón, 
no causaban dano ai animai. Pero si se inyec- 
taba al ratón una mezcla de bactérias R vivas 
y bactérias 5 muertas, moría. Los neumoco- 
cos R originalmente inofensivos habían 
adquirido ei factor letal de la cepa S. 



Gríffith describió esto como una de ias pri- 
meras posibilidades de intercâmbio de genes 
entre las bactérias (tiansformatítín), Hoy se 
sabe que el DNA de las bactérias S mortales 
había sobrevivido al proceso de caientamien- 
to y lo habían tomado los neumoeocos R 
inofensivos. El DNA de la cepa S contenta 
el gen decisivo que protege a las bactérias 
dei sistema inmunítario dei huésped, 

Tras un bempo como médico clínico, el cana¬ 
diense Theodore Avery 11877-1955) trabajó 
como científico en el Rockefeller institute of 
Medicai Research, desde 1913 hasta 1947. 

En 1944,75 anos después de Friedrich Mies¬ 
cher, demostró con MacLeod y McCarty 
que los ácidos nudeicos son los portadores 
de la información genética y no las proteínas, 
como se asumía hasta entonces. iQ ué es el 
“principio de transformación" dei intercâmbio 
de genes? qué se considera un gen quimi¬ 
camente? Avery fue un paso más lejos que 
Gríffith y tomo para su experimento no los 
simples neumoeocos S inactivados por calor. 


sino extractos celulares que se purificaban 
cada vez más. Todas las fracclones (compo¬ 
nentes de la pared celular, diversas fraceiones 
proteicas y fracciones que contenían ácidos 
nudeicos) se estudiaron según su capacidad 
de conseguir el paso de la formas R a la forma 
S. Cuando se anadfa etanol se produeía una 
predpitadón en el tubo de ensayo y el “prin¬ 
cípio” ya no fundonaba. Los hidratos de car¬ 
bono, como las cápsulas bacterianas, no preci- 
pitan con alcohol; en cambio, los ácidos gra- 
sos predpitan bien. Las proteasas no mostra- 
ron ningun efecto, El experimento, pues, sólo 
d 10 resultado con las fracciones que contenían 
ácidos nudeicos. 



Theodore Oswald Avery (1877-1955) demostró, 
en 1944, que el DNA es el portador de la heren¬ 
cia. Fundo la genética molecular. 


Sin embargo, sí Avery anadfa la enzima ribo- 
nudeasa, fragmentadora dei RNA t el “princi¬ 
pio” aün era eficaz, Ní las proteínas ni el RN A 
eran la causa de la transformadón. Ei test quí¬ 
mico para el anállsis dei azúcar dei DNA des- 
oxirribQsa se coloreó de azul: ]em DNA! Sólo 
las fracciones que contienen DNA, asi como 
el DNA quimicamente puro, transforman las 
células receptoras R inofensivas de modo 
duradero al fenotipo S patógeno. El DNA era, 
pues, el principio transformador. Los experi¬ 
mentos de Griffith y Avery son, desde el pun- 
ío de vista actuaí, asembrosamente moder¬ 
nos, Fueron los primeros experimentos de 
ingenlería genética de la historia. 

La tercera parte de la historia dei DNA la 
escribieron Erwin Chargaff, Maurice Wílkins, 
Francis C. Cricky James D. Watson. 


De un artículo dásico 
de Avery: pequenas 
colorias de las cepas 
inofensivas rugosas 
no encapsuladas de 
St repto cocais pneumo- 
niae (arriba) y de las 
cepas lisas encapsula¬ 
das (abajo). 

Erwin Chargaff (Fíg 3.5) venía de una 
famüia judia. Tras la toma de poder de los 
nazis abandono Alemania y fue a Paris, 
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al Instituto Pasteur. En 1935 emígró a Esta¬ 
dos Unidos y trabajó, a partir de 1938, en 
ia Universidad de Columbía en Nueva York, 
Desde 1944 en adelante investigó sobre 
ei DNA. 

Chargaff estableciú que en ei DNA dê cada 
ser vivo existe la misma relacion de cantidad 
de adenina a timina y de citosina a guanina, 
io que formuló con ias por él mismo denomi¬ 
nadas w regias de ChargafF (Fig. 3.6). 
Chargaff tuvo más tarde una seria advertên¬ 
cia por ei abuso de la ingenieria genética. 



estructura en hálice dei DNA- y de Maurice 
Wilkins 11916-2004), que compartió más 
tarde el prêmio Nobel con Watson y Crick. 

El químico americano Linus Pauling reco- 
noció en 1951 la hélice como un elemento 
estructural decisivo de ias proteínas, y hiego 
examínó la estructura dei DNA. Él postulo, 
sin embargo, una tríple hélice en lugar de 
una doble hélice -y segün e! hijo de Pauling, 
Peter, Watson y Crick experimentarem una 
completa “alegria dei mal ajeno académico”. 

Después de ganar la carrera dei DNA, Watson 
busco otros retos prometedores, Su experi¬ 
mento para aclarar la estructura dei RNA, sin 
embargo, falió estrepi tosam ente. 



El doble ganador 
de prêmio Nobel 
Unos Pauling 
(1901-1994). 


tCómo se escriben las 
secoendas de DMA? 

El grupo hídraxilo 5 f de un 
nodeótido está enlazado por 
un grupo fosfato con el gru¬ 
po hidroxilo 3' dei siguiente 
nudeótido (Fig. 3.8). 

Todos los enlaces fosfodiés- 
teren ias hebrasdel DMA 
ydel RNA están Formadas 
de la misma manera a lo lar¬ 
go de ta cadena. Esto confie- 
re a cada hebra de âddo 
nudeico una determinada 
polaridad y extremos 5' y 3* 
diferentiables. Se ha acor¬ 
dado escriblr la secuenda 
en ladirecdón 5-3*. 

La forma abreviada ACCGGT 
significa, pues, 5'-ACCGGT’3\ 
A dispone de un grupo fosfa¬ 
to 5‘en la “cabeza^T, en 
cambio, un grupo GH-3" 
no enlazado en la "cola’’. 

La base de esta polaridad 
es que ACCGGT y ia comple¬ 
mentaria TGGCCAi son dos 
moléculas completa mente 
diferentes! 


De joven entusiasta en ornitologia, el enorme- 
mente inteligente James Dewey Watson 
empezé, a ía edad de 15 afios, los estúdios 
de zoologia en la Universidad de Chicago. 
Cada vez más interesado en las cuesüones 
de la nueva genética, reaíizó su trabajo de 
doctorado con Salvador Luría, uno de los fun¬ 
dadores de ia investigacíón de fagos, Estos 
virus, que atacan las bactérias (Gap. 5], eran 
válidos como modelos para los genes. 



Maurice Wilkins 
(1916-2004), prê¬ 
mio Nobel con 
Watson y Crick. 


En 1950 Watson fue a Europa, a estudiar 
las bases bioquímicas de ta proliferación de 
fagos. Llegó a Cambridge -“el hombre apro- 
piado en el momento apropiado en el lugar 
apropiado"- y junto al físico y cristalégrafo 
Frands Crick aclararon en un tiempo corto, 
en 1953, la estructura de ta doble hélice dei 
DNA. La historia de la doble hélice la explicó 
mucho mejor et mismo jim Watson. Él y 
Crick se estimularon con ia competência de 
la cristalografa de DNA londinense Rosalmd 
Franklín 11920-19581 -que demostro la 


En los siguientes anos, jóvenes investigadores 
de Estados Unidos, Inglaterra y Frauda, apar¬ 
te de Watson y Crick, entre otros Sydney 
Brenner (Cap* 10) t Ríchard Feynman y los 
expulsados de Àlemania Erwüi Chargaff, 
Gunther Stent y Edward Teller, bajo la dírec- 
ción dei científico ruso americano Georgi 
Gatnow, formaron el *tíub de la corbata dei 
RNA”, en el cuai, de modo ínterdisdplmario 
y con el apoyo de muchos contactos informa- 
les, resolvieron acuriantes preguntas de 
la biologia molecular, espedalmente las dei 
código genético. 

También como maestro, en la Universidad, 
Watson fue revolucionário. Su idea era que 
el êxito científico depende de que los profe- 
sores ensehen rapidamente a los estudían- 
tes su propia independência. Uevó su idea 
a la práctica en los anos 1960 en la Univer¬ 
sidad de Harvard. Juntamente con Walter 
Gilbert aplicó este principio, por el cual 
ambos renundaron a la práctica normal de 
los profesores de poner sus nombres en las 
pubíicadones de sus estudiantes incluso 
aunque se hubieran originado sín su ayuda 
directa, 

Watson fue defmitivamente decisivo en ei 
desarrollo dei proyecto dei genoma humano 
(Gap, 10), y con sus indicaciones y comentá¬ 
rios controvertidos aseguró, hasta hoy, los 
debates polémicos. 



Fig. 3.14 VIsiãn en un mícros- 
copio electrónico de una célu¬ 
la de £ ccli esta liada (flecha: 
plãsmidojk 



Una célula de £ coWestaila- 
da con su importante DNA 
en forma de aníllo (aproxima¬ 
damente un milímetro de lon- 
gitud) y atgunos piás mi d os. 
La célula mide, en cambio, 
sola mente dos micro metros* 
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Nudeôtidos de RNA 
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Adenina 


Uracilo 


Lectura dei DMA 
(transcripción) 


Citosina 


Guanina 


Guanina 

Adenina 


Síntesisdel 
RN Am 


Citosina 

Uracilo 


Intrón 


Guanina 


Exòn 


Ácido ribonudeíco mensajero (RNAm) 



fig. 3.1$ El DNA no se 
en cu entra desnudo en los 
cromosomas de las células 
eucariotas, sino que está 
estrec ha mente unido a 
pequenas proteínas* las hís- 
tonas Juntos forman los 
nudeosomas. 


Fig* 3,16 y 3,1,7 Todas las células vivas 
producen proteínas* Una molécula 
de proteína consta de aminoácldos. 

Las instrucciones sobre en qué orden 
(secuençía) se eotocan los aminoácidos 
uno tras otro en la síntesís de proteínas 
seencuentraene! ácidodesoxírnbonu- 
cleico (DNA} h largas moléculas Eíneaíes 
de doble hebra. 

Cada hebra dei DNA consta asímísmo 
de componentes denominados nucleó- 
tidos y que se conocen con las letras 
iniciales de las bases que contienen: 
adenina (A), citosina (C)* guanina (G) 
y timina (T). 

Los nudeôtidos se encuentran en pares 
complementarias* es decir, en dobles 
hebras de DNA en las que siempre hay 
en frente solo un nudeôtído A/T y C/G. 

Cada aminoácldo en la proteína signifi¬ 
ca un triplete de nudeôtidos en el DNA* 
La totalidad de los tripletes de DNA que 
especifica una molécula de proteína se 
decribió como gen estructural de una 
proteína. 


En los e uca notas, un gen de estructura 
como este puede constar de vários frag¬ 
mentos que llevan ín forni ac íõn (exo- 
nes), entre los cuales se encuentran 
fragmentos de DNA (intrones) que no 
contíenen nínguna mformadón sobre 
las estructuras de las proteínas. 

Las secuencias de nudeôtidos no solo 
pueden indicar aminoácldos específi¬ 
cos* sino también sen ales, que son 
Interpretadas por la maquinaria que 
sintetiza proteínas como solicitudes 
de “início” 0 “parada”, 

Para que la informarión contenida en el 
DNA pueda ser eficaz en el citoplasma* 
el DNAdebe transcribírse a ácido ríbo- 
nudeíco mensajero (RNAm). También 
el RNAm consta de nudeôtidos* pero 
en lugar de la base timina ff) en el DNA 
aparece aqui el uracilo (U). 

Al reescríbir {transcripción) se copían 
primero los exones e intrones dei DNA 
por la poíimerasa, Entonces se eliminan 
dei RNAm los intrones correspondíen- 
tes de las secuencias de nudeôtidos 


(spiidng). El producto es una molécula 
de RNA más corta, que se describe 
como RNAm “maduro* (maturè) porque 
se traslada desde el núcleo celular ai 
plasma celular y T como un mensajero, 
lleva los pianos de construccion de la 
molécula de proteína. 

El orden de los nudeôtidos (secuen- 
cia) dei RNAm se traduce (traducción) 
entonces en el plasma celular con la 
ayuda de los ribosomas y los ácidos 
ríbemudeicos de transferencia (RNAt) 
cargados con los 20 diferentes amino- 
ácidos en la secuencía primaria de las 
proteínas. Las cadenas polípeptídkas 
sintetizadas se ptiegan entonces para 
formarias proteínas. 
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Núcleo celular 


Nucleotido 


Separacióti 


nscripdón mediante 
3 RN A polimerasa 


Har Gobind Khorana (nacido en 1922) (Fig. 3*11], 
con el desciframíento de las últimas 64 posibles com- 
binaciones de tres. 

Con ello quedaba claro que los aminoácídos se codí- 
fican con grupos de tres bases (tripletes), e induda- 
blemente se parte de un determinado punto de ini¬ 
cio. Sesenta y uno de los 64 codones decíden ami- 
noácidos, y los tres restantes (UAA, UAG y UGA) 
son senales de rotura de Ia cadena. AUG es, en los 
eucariotas, una senal de inicio y codifica también 
para la metiomna* 

Sólo hay 61 posibles palabras en clave para 20 ami- 
noácidos* O sea, para algunos aminoácídos exísten 
más palabras en clave, y por lo tanto el código 
genético está “degenerado”: para la valina y la ala- 
nina hay cuatro codones diferentes, para la leuci- 
na hay seis. Mediante esta degeneración dei códi¬ 
go genético, la secuencia de aminoácidos de una 
proteína no deriva siempre de una secuencia exac- 
ta de nucleótídos dei DMA. El código genético es 


en principio universal. Sin embargo, hay excep¬ 
ciones: ías mitocondrias, orgánulos celulares de 
los cuales se asume que habrfan sido bactérias anti- 
guas que entraron en slmbiosis con ias células 
superiores. Las células ofrecían protección, las 
bactérias suministraban energia. Las mitocondrias 
pueden tener un código desviado dei resto de las 
células. Así, UGA no es en las mitocondrias huma¬ 
nas una senal de parada, sino que codifica para 
tríptófano. Tambíén los ciliados [cilíophora) se 
separaron pronto en la evoluctón a su propio cami- 
no y han originado un código genético ligeramem 
te desviado. Por ejemplo, aqui UGA es la única 
senal de parada. Los codones de rotura de cadena 
UAA y UAG codifican en los ciliados para otros 
aminoácidos* 

^Por qué ei código ha permanecido casi invariable a 
lo largo de miies de millones de anos? Guando una 
mutadón cambia drásticamente la lectura dei RN Am 
se desencadena la modificación de la secuencia de 


Exqmes e intrones - Un raro 
manuscrito 

El cientifico-publicista inglês 
Steve Prentis comparo los 
genes de los eucariotas acer- 
tadamentecon un raro 
manuscrito: algunas páginas 
con exquisita prosa (exones) 
siguen a letras y palabras sin 
sentido Gntrones), antes de 
empezar otra vez los siguien- 
tes párrafos "ordenados" 
(exones). 

El lectordébe extraer (cortar 
y empalmar) los lugares sin 
sentido en el ejemplar copia- 
do (RNAm) y unir Sos párrafos 
çon informarion útiL Ei 
manuscrito acabado {RNAm 
maduro) puede entonces lle- 
varse alímpresor de libras 
(ribosoma) yseobtiene 
un libra lie no de sentido 
(proteína). 
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Flg,3.i8 Derecha: 
traducdôn dei RNAm a pro¬ 
teína en el ribosoma. 



Fig. 3.19 El ribüsoma consta 
dedos subunidadesque 
envuelven a un RNAm duran¬ 
te la síntesís de proteína. 
Arriba: un ribosoma bactería- 
no. Los ribosomas eucarlõti- 
cos son algo mayores. Los 
rtbosomas constan mayorita- 
riamente de R NA (en naranja 
y amarílloj, que Forma com- 
plejos con proteínas (azul). 

La subunidad pequena "aso- 
da” para cada codón dei 
RNAm un antícodón prueba 
dei RN At con el aminoáddo 
conrespondíente. La subuni¬ 
dad grande cataliza la sínte- 
sis: traslada ei ammoãrido 
dei RN At a la cadena polipep- 
tídica credente* 

Abajo; dos de los 20 RNAt: 
el RNAt-aspartato lleva 
aspartato, el RNAt-femlaiani- 
na lleva fenilalanina (flecha). 
Se ven también daramente 
los anticodones. 



Fíg. 3.20 Robert W. Holley 
(1922-1993) investigó el 
RNAt. Prêmio Nobel en 1968 
con Nirenbergy Khorana. 



ammoácidos de casi todas las proteínas* Sín embargo, 
tales mutadones serían mortales y se elimlnarían 
rápidamente en la evolución por seleccíón natural 

■ 3,7 Los genes estructu rales 
cerca nos a los fragmentos de DNA 
controlan la expresión de los genes 

En las bactérias, que como proeariotas no poseen un 
núcleo celular, el DNA forma un aniUo cerrado de al 
menos un milímetro de longjtud. Todo esto se encuen- 
tra, $in embargo, como un apretado paquete en el inte¬ 
rior de una célula bacteríana, que ocupa un espacio de 
solo una milésima de milímetro (ver págp. 54 y 55]* 

De este modo, en un milímetro de DNA se alínean 
en la “cepa de seguridad” Kl 2 de Escherichiâ coli 
exactamente 4 639 221 pares de bases, unos detrás 
de otros* LIevan genes codificadores de apenas 4300 
proteínas. Los denominados genes estructurales, 
cada uno de aproximadamente 1000 pares de bases 
de longitud, codífican la estructura de una única pro¬ 
teína, principalmente de una enzima. Un gen estruc- 
tural dirige la maquinaria de la célula, de modo que 
algunos cientos de aminoácidos en los ribosomas se 
encadenan en una determinada secuencia y con ello 
forman una determinada proteína* 


No todas ias zonas dei DNA codifican proteínas. 
Fragmentos especiaies, que están cerca de los genes 
estructurales, controlan su expresión, es decir, se 
ocupan de que uno de estos genes se transcriba a 
RNAm (transcrípción) y se traduzca a una proteína 
(traducción). 

El primer proceso, la transcripción, se lleva a cabo 
a partir de dos secciones de DNA especiaies. Una de 
ellas, el promotor (punto de inicio], consta de 
una corta secuencia que permite que la enzima 
RNA polímerasa se una al DNA y lo recorra a lo lar¬ 
go. La enzima empieza entonces, en un lugar cerca- 
no a uno de los genes estructurales, con ía transcrip- 
ción dei DNA a RNAm. 

La otra sección, una secuencia de parada, se 
encuentra espacialmente algo más atrás dei gen 
estructural y da la serial de acabar ia transcripción, 
En E. co% la serial de parada origina, en la hebra dei 
RNAm sintetizada de nuevo, una estructura en 
“horquilla”. Cuando se origina esta horquiila se 
libera enseguida la RNA polimerasa dei nuevo 
RNAm sintetizado* 

Las eucariotas poseen otros promotores (por ejem- 
plo el promotor metalotioneína, que se ve afectado 
por iones metálicos pesados, detallado en el Gap* 8) 
y las secuencias enhãncer, que practican potentes 
interacdones, y también Ias secuencias de parada. 

En los eucariotas, el RNAm se modifica tras la trans- 
cripcióo: el extremo 5 ! se equipa con una estructu¬ 
ra en caperuza (ca/?), el extremo 3 S con una “cola 17 
de componentes adenina [poli(À)] (véase la síntesis 
de la insulina en la Fíg. 3.3Ó). Otras zonas regulado¬ 
ras se encuentran en los genes, cuya actividad cam¬ 
bia con la conceniración instantânea de determina¬ 
dos productos dei metabolismo* 

Como veremos en la regulación de la utlMzadón de la 
lactosa (detallada en el Cap* 4 como ejemplo dei ope¬ 
rador lac), la denominada región dei operador, que 
se encuentra entre el promotor y el gen estructura!, 
puede unir la denominada proteína represora* 

Un inductor (por ejemplo un azúcar) se une a esta 
proteína represora, se modifica la estructura de la 
proteína en el espacio y abandona la región dei ope¬ 
rador. Así se permite libremente la lectura dei gen 
estructural para ia enzima degradadora dei azúcar 
correspondiente. 

■ 3.8 Ribosomas - La fábrica de 
proteínas de La célula; una molécula 
gigante de RNA y proteínas 

El RNAm contiene la información completa, indu- 
yendo las senales de início y parada, para la síntesís 
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de proteínas. Se lee en el ribosoma. Los ribosomas 
constan de una subunidad grande y una más peque- 
ria (Fíg. 3.19). Son complejos de proteínas y RNA. 
Los RNA ribosomales (RNAr) son moléculas de 
una sola hebra y partes estabílizantes de los ríboso- 
mas. Los 20 RNAt diferentes se smtetizan a partir 
de 20 aminoacil sintetasas (Fig 3.21) completa¬ 
mente diferentes, de las que cada una une un deter¬ 
minado aminoácido a un determinado RNAt 

junto al RNAm y al RNAr hay además otro tipo de 
RNA: los RNA de transferencia (RNAt), que 

transportan aminoácidos en su forma activada al 
ribosoma (Fíg. 3.18). Para cada uno de los 20 ami¬ 
noácidos hay al menos un RNAt. Los RNAt constan 
de RNA con un “anticodón” en un extremo y el 
correspondiente aminoácido activado en el otro 
extremo (Fig. 3.19). 

Otras secuendas de DNA, que se transcriben en 
RNAm junto al correspondiente gen estructuraL 
supervisan e! paso (traducción) en el ribosoma 
para obtener una cadena peptídica (Fig. 3J8). Un 
lugar de unión especial fija el RNAm al ribosoma. 
Empieza entonces la traducción en la senal de ini¬ 
cio, en el primer codón dei gen estructuraL Por últi¬ 
mo, una senal de parada al final dei gen se ocupa de 
que la cadena proteica completa quede libre dei 
ribosoma. 

Sin una clara comprensión de todo este proceso es 
impensable una programadóo planificada dei DNA. 
Así, las intervenciones en un gen estructural pue* 
den cambiar la secuenda de aminoácidos de una 
enzima y con ello influir en su actividad. Ei promo¬ 
tor es capaz, incluso tras una alteración insignifican¬ 
te de su secuenda, de unir débilmente a la RNA 
polimerasa. Esto incrementa la eficiência de la copia 
dei DNA en RNAm (Gap. 4). Y definitivamente, las 
mutadones en la región dei operador o en un gen 
regulador pueden impedir que la proteína represo* 
ra se coloque en su lugar normal. La transcripción 
se produce entonces a gran velocídad. A partir de 
aqui se traducen genes exógenos “incorporados" 
sólo entonces a las proteínas, si el promotor y los 
lugares de unión dei huésped y dei donante se pare- 
cen bastante uno al otro. 

Las eucariotas, Incluídos los organismos superio¬ 
res, desde ías levaduras y algas hasta los humanos, 
utilizan distintas seftales de controí que los pro- 
cariotas, las bactérias. Ésta no es la única diíeren- 
cia: en las células eucariotas no hay un DNA ^des¬ 
nudo” (Fig. 3.22). El DNA eucariota está empaque- 
tado con proteínas (histonas) [Fíg. 3.15) y distribuí¬ 
do en cromosomas. Los cromosomas se encuen- 
tran todos juntos en el interior dei núcleo celular. 


La célula de un hongo contiene ya diez veces más 
DNA que la de una bactéria, y las plantas y los ani- 
males superiores tienen incluso mil veces más, 
aunque su repertório genético de ninguna manera 
se amplia en esta medida. Los humanos poseen, 
con 20 000 a 25 000 genes, sólo aproximadamen¬ 
te cinco veces más genes que una bactéria intesti¬ 
nal. Uno de los motivos de ello son los muchos 
genes estructurales “divididos", denominados 
genes mosaico, en los cuaies se van alternando 
una tras otra las secciones codificadoras (exones) 
y las no codificadoras (intrones, DNA U junk'), 
Además, entre los genes hay largas secciones con 
secuendas repetidas varias veces (repetitivas), con 
una función hasta ahora desconocida. 

Las pistas de Ia evolución (seguramente también la 
historia de los ataques de vírus) indícan la posible 
función dei intrón (Gap. 10), y no tienen informa- 
dón legítima para la célula, por lo menos sobre la 
eonstrucdón de cadenas peptídicas. En los euca- 
riotas, los intrones se copian a RNAm, forman 



Fig. 3.21 Velnte diferentes 
a m i noatí l-R N At-srntetasas 
conectan con mucha precisrón 
los veinEe aminoácidos con 
RNAt. La isole uci na es muy 
similar a la valína, Para evitar 
losfallos, la isoleucil-RN Ar- 
síntetasa ocupa un centro 
activo adicional, que "corri¬ 
ge". Así sólo aparece un fallo 
en 3000 síntesís (ien lugar 
de uno en 150 sin corrección!). 


Fig. 3.22 Diferencias de 
la biosíntesfs proteica en 
los procarlotas (arriba) 
y los eucariotas (abajo). 
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Aislarmento de RNAm 


Copia dei RNAm 
en copy-DNA (DNAc) 
mediante ia 
transcriptasa 



Ligasa 


Piásmido 
recombinante con 
genes de mamífero 


Acoplamiento de los plásmidos 
cortados con DNAde mamífero 
mediante Eígasas (recombinación) 




mversa 



f ragmentadón mediante 
endonucleasas 
de restricdon 


Entrada a célylas 
bacterianas 


Übtención de 
plásmidos 


Célula bacteriana 


Piásmido 


Síntesís (expresíón) de la proteína de mamífero 
deseada (interferón) por células bacterianas 


Fig.3. 23 Manlpuladón 
genética de las células bat- 
terianas como ejemplo de 
la produedón de interferón 
humano mediante bactérias. 
De las células humanas se 
aísla el RNAm entero, que 
se convierte enzímátíca men¬ 
te mediante la transcriptasa 
inversa en un tubo de ensa- 
yo a DNAde doble hebra, 
con endonucleasas de res¬ 
tricción se corta específica- 
mente y mediante ligasas 
se ínserta en plãsmidos bac- 
terlanos (cortados antes con 
las mismas endonucleasas 
de restricción). 

Los plásmidos recombinan- 
tes se transportan en bacté¬ 
rias y se rnultiplí cart (do¬ 
na n). Fínalmenté, de las mil 
colonias bacterianas se aísla 
una, que produce el interfe¬ 
ro n humano. 


bucles y luego se cortan [splicing, corte y 
empalme], y sólo se conectan juntos los exones 
[Fig. 3.16). 

El RNAm acortado de este modo, con información 
exclusiva de codificación de proteínas, se denomi¬ 
na RNAm maduro (mature mRMA). 

■ 3.9 Recombinación; las cartas 
genéticas se barajan de nuevo 

Las mutadones cambían los genes de un ser vivo 
[detallado en Cap. 4]. 

Las recombinadones -el segundo instrumento 
más importante de la genética- barajan de nuevo las 
cartas genéticas; las recombinadones organízan los 
genes 0 partes de genes que se encuentran en dos 0 
más organismos. 

Una recombinación homóloga tíene lugar, por 
ejemplo, si se encuentran en una célula dos cro- 


mosomas con la misma 0 similar secuencia de 
DNA e íntercambian sus partes correspondientes 
(homólogas], donde el DNA se rompe y se une de 
nuevo, El intercâmbio es catalizado por enzimas 
especiales. 

En los eucariotas se encuentran recombinadones 
homólogas principalmente durante la meiosis 
(maduración de las células sexuales). Se forma una 
nueva composidón mediante una distríbución for¬ 
tuita de los cromosomas homólogos maternos 
y paternos en las células sexuales originales. A 
continuación se tmen de una sencilla serie de 
cromosomas (haploide) a una serie doble 
(diploide), 

La recombinación entre partes de DNA homólogas 
es un procedimiento sumamente eficaz: si se sepa- 
ran dos indivíduos en genes 0 partes de genes, la 
recombinación origina dos getiotipos, 0 sea indivL 
duos genéticamente diferentes. 


ÓO 


El milagrü de la ingeniería genética 


SI dos cepas de bactérias se diferencian, por ejem- 
pio, en una docena de pares de bases, pueden origi¬ 
nar 2 12 o casi 5000 nuevos genotipos. En la mayo- 
ría de los casos, sin embargo, hay más de una doce¬ 
na de diferencias y por lo tanto $e obtienen posíbili- 
dades de combinación astronómicamente elevadas, 

Apesar de que, presumible mente, todos los genes de 
microorganismos se pueden intercambiar con cepas 
relacionadas, hasta ahora se ha obtenido, mediante 
recombinacíón genética natural con la fmalídad de 
desarroilar a partir de varias cepas, una cepa utiliza- 
ble industiialmente, aún poco utilizada. 

Las levaduras haploides tienen un ciclo celular 
simple* Poseen una única serie de cromosomas 
durante la mayor parte de su ciclo celular y no una 
doble como los principales animales y plantas* Una 
célula normal de levadura puede reproducirse sólo 
sexualmente si se encuentra con una célula deter¬ 
minada dei otro sexo, dei tipo apareado contrario* 
Ambas células se funden y originan una célula 
diploide, que produce esporas sexuales haploides. 
Las esporas contienen otra combinación genética 
que las células haploides paternas. Con una sendlia 
modíficación, las levaduras industriales pueden 
poseer varias series de cromosomas o “cancelar” el 
apareamiento [rnating* 

Hl cruzamiento (hibridadón) diferente -a menu- 
do también de cepas de distintos tipos- desempena 
un papei significativo en el desarrollo de las levadu¬ 
ras industriales* Especialmente esto es válido para 
las levaduras que posílbiiitan una rápida producción 
de pan con los modernos métodos de fabricacíón, 
generan más alcohoi para la destilación y ayudan a 
fabricar cervezas especiales, en las cuales se han 
degradado casi todos ios hidratos de carbono soiu- 
bies (Cap. 1). 

iDónde se producen las recombinaciones, durante 
la división madura (meiosis) de la célula? 

La recombinacíón tiene una importância decisiva 
para la producción de anticuerpos muy diversos y 
algunas otras moléculas en el sistema inmunítario 
(Cap* 5). Algunos vinis utillzan la recombinacíón 
para incorporar su herencía genética en el DNA de 
la célula huésped (Cap. 5). Los genes pueden mani¬ 
pular se con la ayuda de recombínacíones artifidales, 
por ejemplo en los ratones knockout (Cap. 8)* 

■ 3.10 Los plásmidos son vectores 
ideales para el material genético 

En 1955, los microbiólogos japoneses aislaron 
durante una epidemia de disenteria una cepa de 


las bactérias Shigella que era resistente a tres 
antibióticos -Las bactérias habían desarrollado 
resistência* En los anos posteriores, con la cre- 
ciente utiüzación de antibióticos aumentó la 
resistência a los antibióticos. Las bactérias 
resistentes pueden resistir el ataque de los anti¬ 
bióticos y, más aún, transferir su capacidad de 
resistência a otras bactérias. Producen enzimas 
que inactivan a los antibióticos de diferentes 
maneras (véase Cap. 4). 

En 1960, el japonês Watanabe encontró la solu- 
ción dei enigma: los plásmidos, pequenos ele- 
mentos de DNA en forma de anillo (con 3000 a 
más de 100 000 pares de bases), que permanecen 
libres en las células bacterianas fuera dei DNA 
principal mucho más grande (el “cromosoma prin¬ 
cipal") (Rg. 3.29). Hay aproximadamente 50 a 
100 pequenos plásmidos y uno o dos mayores por 
célula. Los principales plásmidos pueden prolife¬ 
rar naturalmente en la célula. Si dos células bacte¬ 
rianas entran en contacto pueden intercambiar, 
mediante un puente [pílus], los plásmidos grandes 
(conjugadón)* 

Sin embargo, los plásmidos pequenos no son 
transferibles. E! DNA dei plásmido por sí mismo 
no hace a las bactérias resistentes contra los anti¬ 
bióticos, controla mucho más la producción de 
enzimas inactivantes de antibióticos (por ejemplo 
de penidlinasas o ia enzima inaetivadora de la 
tetracldina). 

Stanley N* Cohen (nacido en 1935, Fig. 3,25), 
especialista en plásmidos de la Universidad Califor- 
níana de Stanford, descubrió cómo utilizar el DNA 
dei plásmido* Los plásmidos serfan un medio ideal 
de transporte de material hereditário, un vector, si 
se quiere aportar DNA exógeno* Los plásmidos se- 
rían como el cuco que se lleva el huevo (DNA exó¬ 
geno] a otro nido (célula bacteriana)* Se debe des- 
arrollar un procedimiento para poder seccionar el 
anillo de DNA e insertar el DNA exógeno. 

Esto no es fácil en absoluto: por un lado, el DNA 
principal de la bactéria estirado mide aproximada¬ 
mente uo milímetro (véanse págs* 54 y 55), pero en 
realidad está agrupado en una célula de una milési¬ 
ma de milímetro de diâmetro* Los plásmidos son 
aún cien veces más pequenos* El gen que se debe 
incorporar mide aproximadamente una diezmilési- 
ma de milímetro. Por ello, la hélice de DNA tiene 
sólo un grosor de dos milionésimas de milímetro* 
Con tiferas y bisturies mecânicos no se puede hacer 
nada. Las “tijeras” se deben poder encontrar en el 
mismo lugar donde hay que cortar* 



Fig. 3.24 HerbertW. Boyer 
(nacido en 193S). cofundador 
de la ingeniería genética: 
"Wonderis what sets up apart 
from otherlie forms . jVo other 
spedes wonders ahout the 
meaning ofexistence ôrthè 
complexity ofthe existence or 
the unsverse or themselves* 



Fíg. 3*25 Stanley N, Cohen 
(nacido en 5), especialis¬ 
ta en piásmidos* cofundador 
de la ingeniería genética. 



Fragmentariân 

v 



Fig* 3,26 Arriba: cómo una 
endonucleasa de restritción 
rompe específica mente DNA 
y produce "extremos pegajo¬ 
sos” (abajo). 


61 




Biotecnologia 



Fig. 3.27 EE primer experi¬ 
mento de ingeniería genética 
de Cohen y Boyer. 



Fig. 3.28 Werner Arber 
(nacido en 1929). 
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Fig, 3.29 Ptásmido p 5 Cioi t 
por Stanley Cohen, denomi¬ 
nado tambiéríftfosrn/tf 
nscktace [piásmido collar). 


■ 3.11 Tijeras y pegamento 
moleculares: endonucleasas de 
restricrión y DNA ligasas 

En los anos 1960, Werner Arber (nacido en 1929) 
(Fig, 3.28) en Ginebra y el americano Hamilton D. 
Smith (nacido en 1931, ambos recibieron el prêmio 
Nobel junto con Daniel Nathans, 1928-1999) des- 
cubrieron un mecanismo de protección de las bacté¬ 
rias contra la amenaza mortal mediante los virus 
bacterianos ( b acteriófagos J. Los bacte riófagos 
ínyectan su DNA en las células bacterianas. Las bac¬ 
térias cortan el DNA dei vírus exógeno con enzimas, 
las denominadas endonucleasas de restricdôn 
(abreviadamente restrictasas), y lo hacen así daõl- 
no. EI DNA propio de ia bactéria, en cambio, está 
protegido por grupos metilo (-GH 3 ) adidonales, que 
bloquean las restrictasas. 

En 1970 se descubrió que las endonucleasas de res- 
tricción no cortan arbitrariamente el DNA, sino sólo 
exactamentê en determinados pares de bases. 
Herbert W. Boyer (nacido en 1936, Fig. 3.24) 
investigo, en la Universidad de Califórnia en San 
Francisco, la endonucleasa de restricdôn £c<?RI 
(denominada asf por la cepa de E coli RY13). Ésta 
cortaba el DNA solamente allí donde se encontraba 
la combinación de bases GAATTC, entre ias bases G 


y A. En la hebra de DNA “hermana” complementa¬ 
ria enfrentada, con la secuenda de bases CTTAAG, 
EcóRl fragmentó también entre las bases A y G: 

3 t -XXXXXXXXG/AATTCXXXXXXXX- 5 f 
5*-XXXXXXXXCTTAA/GXXXXXXXX-3 T 

Asf no se origina ningún “corte liso”, sino que se 
unen dos pedazos puente con finales superpuestos: 

3’XXXXXXXXG AATTCXXXXXXXX-5 ’ 

5 ’ -XXXXXXX XCTTAA GXXXXXXXX-3’ 

Sin embargo, a bajas temperaturas el DNA cortado 
no se separa en dos partes; sus extremos sobresa- 
lientes se pegan con facilidad. Janet Mertz, dei labo¬ 
ratório de Paul Berg (Fig, 3*47) en. la Universidad de 
Stanford, descubrió que las bases A y T, asf como C 
y G, interaccionan electrostãticamente en estos 
“stickyends” (extremos pegajosos). Sin embar¬ 
go, se pueden dísponer juntos mediante una enzi¬ 
ma que requiere ATP, la DNA ligasa. 

Investigacíones independientes entre sí encootraron 
las “tijeras" y el “pegamento" para el DNA; los resul¬ 
tados de sus esfuerzos dieron su fruto en común. 

Hoy se conocen más de 1200 endonucleasas de 
restricdôn, que forman tres clases diferentes. Sin 
embargo, sólo algunas de ellas son interesantes 
para la ingenierfa genética. Hay también endonu¬ 
cleasas de restricdôn con cortes lisos y extremos 
lisos [blunt ends) t porejemplo PvuW de Proteus vul- 
garisy Aíu\ de Arthrobacter luteus . 

Diferentes enzimas-tijeras generan extremos igua¬ 
les: las endonucleasas de restricdôn BarnAl (se¬ 
cuenda de reconocimiento GGATCC) de BacUlus 
amyloUquefâckns y BgM (secuenda de reconoci¬ 
miento AGATCT) de Bâcillus glôbigu orígínan 
ambos extremos pegajosos con la misma secuenda 
GATG. Los fragmentos de genes que se producen 
por una de estas enzimas se unen, pues, los unos 
con los otros. 

■ 3.12 Los primeros experimentos 
de ingeniería genética: 
ê bactérias que croan? 

A prindpios de 1973, casi un ano después de que 
las herramientas estuviesen disponíbles, Stanley N. 
Cohen y su colaboradora Annie C.Y. Chang, de la 
Universidad de Stanford, con sus colegas de la veci- 
na Universidad de San Francisco, Herbert W. Boyer 
(Fig. 3.24) y Robert H. Helling, realizaron el primer 
experimento de la nueva ingeniería genética. Los 
investigadores escogieron el pequeno piásmido 
p$c 101 no transfectable (Fig. 3.29), conocido asf 
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por las iníriales de Stanley Cohen, que está disponi- 
ble en las células en gran número, Lleva un gen, el 
gen tc, que hace a £ coli resistente al antibiótico 
tetracidlna. Se escogió el plásmído pSC 101 por¬ 
que contiene un único orden de bases, que se sepa¬ 
ra por la endonucleasa de restricdón EcoR\ entre G 
y A en la secuencia GAATTC. Si hubiera tenido mãs 
lugares de corte, el plásmido en forma de anillo no 
se habrfa cortado, sino que se habría dividido en 
muchos pedazos. 

La capacidad de resistência a los antibióticos no 
se podia perder en modo aiguno con el corte. Más 
tarde se quiso averiguar en qué células bacteria- 
nas se incorpora con êxito el gen exógeno. £coRl 
víene -como su nombre indica- de Escherichtâ 
coli Mediante EcoRl f el DNA dei plásmido en 
forma de anillo se convierte en DNA lineal en for¬ 
ma de hilo con extremos pegajosos. Cohen y 
Boyer también cortaron con EcoR\ otro plásmido 
de E. coli (pSC 102), que contiene un gen para 
la resistência al antibiótico kanamicina (gen 
ka) (Hg. 3.27), Igualmente, este plásmído tenfa 
sôlo un lugar de corte y el gen ka no se corta por 
EcoRl 

Los dos plásmidos cortados poseen los mismos restos 
pegajosos, que se habfan cortado en los mismos luga¬ 
res -G/AATTC-. Por atracción electrostática entre 
los lugares de corte se unieron los dos fragmentos suel¬ 
tos separados de DNA. Los científicos obtuvieron el 
pegamento, la DNA ligasa [ Fig. 3.33), que traantiene 
la mezcla y une con ella los dos puntos. Se crean mie- 
vos plásmidos recombinantes mayores. 

En el último paso, la transformación, se traslado 
este DNA recombinante a bactérias. Para ello se 
anadió cloruro cálcico (CaCIJ a la dísolución de bac¬ 
térias de £ coli manipuladas. Esta sal hace más per- 
meables las paredes celulares al DNA (Fig. 3.30). 
Con este proceso artificial, que no ocurre así en la 
naturaleza, los nuevos plásmidos se introdujeron en 
las bactérias (véase también Fig. 3.23). Luego se 
hízo la prueba decisiva: la disoludón bacteriana se 
extendió sobre placas de cultivo que contenfan tetra- 
ciclina y kanamicina. 

La mayoría de las bactérias murieron, como era 
de esperar. Sólo sobrevivieron unas pocas. Debí- 
an poseer un plásmido creado artiflcialmente con 
la doble resistência: se formaban en las bacte- 
rias enzimas desactivadoras de kanamicina y 
tetracidlna. Las bactérias sobrevivientes prolife- 
raban y crecían en colonias celulares; aproxima¬ 
damente 100 millones de descendientes forma¬ 
dos de manera idêntica, que llevaban ios nuevos 
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DNA recombinantes. Se creó un clon, un grupo 
genético de criaturas vivas. 

Iras este êxito Cohen y sus colaboradores se atre- 
víeron con ei siguiente experimento. Recombina- 
ron segmentos de DNA de plásmidos de diferentes 
bactérias: de £ coli el plásmido pSC 101 y de 
Staphylococcus aureusm plásmído resistente a la 
penicilina. Allí, el plásmído de S. aureus proporcio¬ 
na cuatro puntos de corte para EroRI, y por consi- 
guiente se descuartiza en cuatro partes. Sólo un 
pedacito de DNA contiene, por lo tanto, ei gen de 


Fig. 3.30 Princípio de dona- 
dón de un gen de células 
de mamífera. 


iQué puede extraerse 
de los genes? 

"Los genes no se deben 
comparar con los planos 
de las ingenieros, más bíen 
con recetas de un líbrode 
cocina. Nos drcen qué ingre¬ 
dientes se íncorporan, 
en qué cantídad yen qué 
orden, pero no nos entre- 
gan ningún plan completo 
y exacto de lo que salede 
ahí” 

lan Stewart, Llfe ? s Other 
Secret, Nueva York 1998. 
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Cuadro 3*2 Vectores ütiles, 
médios de transporte para genes 

Hl plásmído PBR322 

El plásmído pBR322 de E. coíí } muy popular 
para los técnicos en genética, se desarrolló 
a finales de los anos 1970. La p significa piás- 
mido, BR se refiere a los científicos en él 
involucrados: Bolívar y Rodrfguez. El nú¬ 
mero 322 diferencia ei plásmído de otros 
dei mismo laboratorio, como pBR325, 
pBR327 ? etc, 

pBR322 condene genes para las enzimas 
de resistência a antibióticos: ía tetradclina 
y la ampieilina. Diferentes endonudeasas 
de restiicción pueden cortar d plásmido en 
lugares de corte específicos. Finalmente tam¬ 
bién se insertan allf los fragmentos de DNA 
cortados. Si se utiliza £coRI no se corta nin- 
gun gen de resistência a antibióticos; sin 
embargo, esto sí sucede si se corta por ejem- 
pio con ZíamHI. Entonces se corta el gen de 
resistência a la tetradclina y se inserta un 
gen exógeno en medfo dei gen tc (insertíon). 

Las células son, pues, resistentes a la ampici- 
lina, pero no a la tetradclina, y asf pueden 
seleccionarse fáciimente. 


ftoRl Hind lll 



Los mapas genético y físico de PBR322 rnues- 
tran las posiciones de dos genes de resistência 
a ta ampieilina {amp) y la tetradclina (fc). el 
punto de partida de la repücadón (en) y los 
legares de corte más importantes de las endo- 
nudeasas de restricdân. 

Las células que no han captado el vector son 
sensibl.es a los dos antibióticos. Las células 
que contienen pBR322 sin inserdón son, 
en cambio, resistentes a ambos antibióticos. 

EL fago X 

El fago X (fago lambda) adora ia altemanda: 
puede destruir su huésped 0 incorporar una 


parte de él. En el primer caso, en la lisis se 
generan rápidamente proteínas y DNA vira- 
les, y se empaquetan en partículas de virus 
que conducen a la destrucción de la célula 
huésped (ciclo lítico), En el segundo caso, 
el ciclo lísogénico inserta el DNA dei vírus 
en el genoma de la célula huésped. Su DNA 
se replica durante generadones, sin daftar 
al huésped. 

Mediante determinados câmbios ambienta- 
les el virus DNA durmiente puede activarse 
de pronto. Se separa dei genoma e inicia 
el ciclo Íítico. El fago X tiene 48 kb de 
DNA, y una gran parte son importantes 
para una ínfección con êxito. Los genes 
para ei cicio lísogénico también pueden 
provenir de DNA exógeno, ideal para 
un vector. 

Para la donación de DNA se desarrolian 
fagos mutantes dirigidos, Su DNA puede 
cortarse en dos lugares (en lugar de cinco] 
mediante fcoRl. Con ello se originan tres 
productos de corte, de los cuales se separa 
el central 

En su lugar se introduce, mediante ligasas, 
un segmento prueba de DNA largo (aproxi¬ 
madamente 10 kb). EI fago aún es contagio¬ 
so, pero sólo puede producirse el ciclo Lftico 
y no el lísogénico (0 sea, no “espera dur- 
miendo"). Éstas son propiedades muy desea- 
bles para un vector de donación, La ventaja 
de los fagos X es que los virus manipulados 
pueden penetrar más fáciimente que las 
células bacterianas e incorporar cortes de 
DNA mayores. 

Se han construído también cós m idos espe- 
ciales. Son híbridos dei fago X y de plásmi- 
dos + El nombre “cósmido” proviene de las 
secuencias de DNA, que se descríbió como 
el gen cot dei bacteriófago X. 

Estos cortes hacen posible que en el cós- 
mido se puedan incorporar genes msyo- 
res (hasta 45 kb). Los cósmidos se empa¬ 
quetan en fagos, con la ayuda de los cua¬ 
les incorporan los genes exógenos a las 
bactérias. 

Los cósmidos originan el gen para la resistên¬ 
cia a la ampieilina; las bactérias se pueden 
desplazar para sobrevivir en un cultivo a 
pesar de anadir ampieilina y para multiplicar 
un DNA exógeno. 



El fago X. 


II fago M13 

El Ml 3 es un fago filamentoso. Parece com¬ 
pletamente diferente al fago X, Se trata de 
un virus en forma de hilo (900 nm de longi¬ 
tude con sólo 9 nm de diâmetro), con un 
DNA en forma de anillo de una única hebra 
(también denominada hebra +] y una cubier- 
ta proteica de 2710 subunidades proteicas 
idênticas [véase Gap. 5). 

El virus penetra en E. coli f curiosamente, 
a través de su “órgano sexual”, el pilus dei 
sexo, que posibilíta el Intercâmbio de DNA 
entre bactérias, M13 es tan atractivo porque 
con él se puede obtener el DNA clonado en 
forma de una simple hebra. Las hebras sim¬ 
ples de los genes cionados se necesitan espe¬ 
cialmente para la secuencíación dei DNA 
y la mutagénesis irt vitro (Gap. 10). 



El fago M13 es un virus filamentoso, es decir, 
alargado. 


El Ml 3 es un actor en la técnica de visuali- 
zatión de fagos (Gap. 5). El DNA Ml 3 no 
se integra (como en el fago X] en el genoma 
bacteriano. No provoca tampoco la lisis de 
las células, La bactéria crece y se divide, sin 
embargo, más lentamente que las células no 
infectadas. Las células hxfas líberan todavia 
fagos Ml 3. 

Por generación se originan aproximadamente 
mil nuevos fagos Ml3. Puesto que el hués¬ 
ped no muere, se pueden cultivar y cosechar 
fáciimente en grandes cantidades. 
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"Extremos pegajosos" 


Gen para 

La resistência a La tetraciclína 


Gen para 
a la tetraciclína 


Fig* 3.31 Instalación y 
clonadón dei DMA de la rana 
africana en bactérias. 


CaCl 2 

-► 

El clon seleccionado 
de resistência a la 
tetradclina 
incorporado en E coíi 


Cultivo de E. coli con 
resistência a La tetraciclina (fc) 


PLásmido 


Rana africana 


‘Extremos pegajosos" 




Fragmentar 
con fcoRI 


DNA enriquecido 


PLásmido híbrido 


resistência a la penicilina. Las diferentes posibiMa- 
des de combinación eran, por consiguiente, mayo- 
res que en los primeros experimentos, La hora de la 
verdad vino entonces con el cultivo de las bactérias 
manipuladas en médios que contuvieran tetracidi- 
na y penicilina. 

El iaboratorio de Cohen fue un grito de júbilo: uno 
de estos plãsmídos recombinados se fusiona en las 
células de £ colL Con ello se sembró por primera 
vez el material hereditário de manera diferente, La 
“superaciôn de las barreras, que normalmente 
separaban unas formas biológicas de otras*, como 
Cohen había anunciado prematuramente, no se 
pudo lograr porque -como hoy sabemos- también 
pueden intercambiar material hereditário “de for¬ 
ma natural” de diferentes microorganismos y vírus* 
jTodas ias infecciones virales son transferencia 
de genesl 

Animados por estos êxitos, se debían superar enton¬ 
ces barreras más altas: los limites de tipo entre bac¬ 
térias y ranas, en concreto la rana africana con 
garras [Xenopus laevis] (Fig. 3.32). 

Hl DNA genómico se aísla de las células de rana afri¬ 
cana y se corta con enzimas de restriccíón dei tipo 
EcokL Al mismo tiempo, el plásmido bacteriano 
pSC 101 también se corta con fcoRJ (Fig. 3.31). 

El DNA de rana y el DNA de bactéria se unen con 
ligasas, se incorporan en las células de £ coli y pro¬ 
liferam Las células, que contienen un nuevo plásmi¬ 
do recombinante rana-bacteria, básícamente con 
resistência a la tetradclina, puesto que el DNA de 


rana no condene ningún gen de resístenda a los 
antibióticos, se idennficaban mediante análisis quí¬ 
mico de los ácidos nucleicos. 

El 27 de juiio de 1973 fue definitivo: jel DNA de 
rana se “acepta” en las bactérias! 

El nuevo plásmido se amplia 1000 veces en las 
1000 divlsiones celulares. De ellos se producfan así 
copias idênticas: se clonó el plãsmído recombinan¬ 
te rana-bacteria. 

Éste no era aún un nuevo tipo, pues menos de una 
milésima dei DNA de las bactérias procedia de la 
rana. Por un lado, Ias bactérias manipuladas no cro- 
aban según el tipo de rana, como bromeaban los 
investigadores, pero los primeros ingenieros genéti¬ 
cos habfan conseguido algo mucho más importan¬ 
te: habfan desarrollado un método de ingeniería 
genética universal, con ei cual, por primera vez, se 
pudo produciren mayor cantidady analizar el mate¬ 
rial hereditário completamente inaccesible de los 
seres vivos superiores: la clonadón dei DNA era 
técnicamente posible (Fig, 3,30). 

■ 3.13 Cómo se obtienen los genes 

Desafortunadamente, el experimento con el DNA 
“desmenuzado” de rana no es tan fácil de aplicar a 
la producción de proteínas de seres vivos superio¬ 
res. El motivo de ello son los intrones, incorpora¬ 
dos en la cadena de DNA con $u información “non- 
sense” (sin sentido] que no codifica proteínas. No 
seria apropiado fragmentar el DNA de seres vivos 
eucariotas superiores mediante endonucleasas de 
restriccíón e instalar el DNA en el plásmido. Por un 



Fig, 3,32 Rana africana con 
garras (Xenopus laevis ), un 
nuevo animal de Iaboratorio 
como lo fueron antes el ratón 
y La rata, modesto y de Larga 
vida. Sm nombre científico 
(“pie raro”) viene de sus 
garras negras, En Califórnia, 
estos anfíbios extremada- 
mente devoradores, unos 
dlez centímetros más gran¬ 
des que los nativos, supusie- 
ron una plaga.. 



Fig. 3.33 DNAlígasa, el 
"pegamento" paraeL DMA cor¬ 
tado, es una enzima depen- 
diente de ATP (véase Cap, 2). 
La Ligasaes una herramienta 
elemental para ta ingeniería 
genética. Ei cofactor ATP 
(rojo) y un resto de Lisina 
(magenta) son e senda Les. 
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Fig. 3.34 Síntesis de la 
proinsulina de raias 
mediante bactérias. 


Fíg.3,35 Abajo: transcripta- 
sa inversa. Su estructura en 
forma de garra. 

Más abajo: en una molécula 
de transcríptasa inversa se 
unert dos a.etividades. Con 
la actividad polimerasa se 
origina una molécula híbrida 
RNA-DNA, con la nudeasa se 
degrada el RNAen et extre¬ 
mo sobrante. La hebra senci- 
lla de D NA se completa tu ego 
y forma ta doble hebra. 




Polimerasa 




Parte dei gen 
de resistência 
a la penicilina 


Entrada en las bactérias, 
expresión genética 


Proteína mezcla 


■ Tc 

Instalación | 


dei gen de la j 


prolnsulinaj m 


Parte de ta molécula de penicill nasa 
Proínsutina 


Insulina de rata activa 


| Tratamiento 
! con trlpsina 


hebra dei D NA [Fig* 3*35). El material hereditário 
dei retrovirus no consta de DNA, sino de una molé¬ 
cula de RNAde una hebra sendlla, Si estos vírus ata- 
can el DNA contenido en las células huésped (véa- 
se Gap. 5) se traduce con la cointroducida transcrip- 
tasa inversa el RNA de una hebra dei vírus en DNA 
de doble hebra, y lo integra en el DNA dei huésped 
(Fig. 3.23). 

Los ingenieros genéticos utilizan ahora la trans- 
criptasa inversa para sintetizar, a partir de la hebra 
simple de RNAm, una hebra de DNA* Este DNA, 
que se crea copiando un RNA, se describe como 

cop/DNA (cDNA), 

Gonocido el orden de los aminoácidos (secuencia) 
de una proteína y aunque no se pueda aislar el 
correspondiente RNAm de las células, el gen 
correspondíente se puede sintetizar por vía quími¬ 
ca. Así, es posible producír un DNA que en reaii- 
dad no se encuentra en la naturaleza. Hoy se dis- 
pone de sintetiza d ores automáticos de DNA 
(Cuadro 3.5)* En ellos se une un nucleôtido de par¬ 
tida en un fuerte material portador [como silicagel 
0 perlas de vidrio), y a continuación se insertan 
nucleótídos en la secuencia deseada* En 1988 se 
podfan sintetizar diariamente fragmentos de DNA 
de 30 bases de iongitud; para ello, en 1979 se 
requeria un trabajo en equipo de medio ano. Hoy 
se pueden sintetizar por completo y en pocas horas 
“genes a medida”. 

■ 3.14 insulina humana 
a partir de bactérias? 


lado se podrían clonar miles de fragmentos de DNA 
exógeno, pero apenas se podría prodücir una pro¬ 
teína exógena funcional. En ei mejor de los casos, 
el producto Final seria una proteína con todos los 
aminoácidos de los exones, pero entre medio los 
completamente irrelevantes “aminoácidos extra” 
de los intrones* 

La salida para el ingeniero genético no era utilizar el 
DNA cargado dei intrón de los seres vivos superio¬ 
res, sino originar el RNAm maduro [mature] que se 
libera de las Instrucciones de construeción codifica¬ 
das de las proteínas de intrones. Ahora el RNAm de 
hebra sendlla no se coloca junto al DNA de doble 
hebra dei plásmido* Por suerte, se encontró (como 
ya se menciono en la Sección 3,3) una enzima de 
retrovirus, la transcríptasa inversa, que puede 
transcribir la hebra sendlla dei RNA como doble 


En Júlio de 1980, 17 voluntários recibieron ínyec- 
ciones de insulina en el Guy T s Hospital de Londres 
y apareció en los titulares de los periódicos. ^Qué 
habfa tan sensacional en ello? Cada día millones de 
diabéticos se trataban en todo el mundo con la hor¬ 
mona insulina (véase Cuad.ro 3.3). La insulina se 
obtenía dei pâncreas de toros y cerdos. La insulina 
sustituida debe regular el azúcar en sangre dei dia¬ 
bético y luchar contra las consecuencias serias de la 
diabetes -una enfermedad que en los países indus- 
triales ocupa el tercer lugar entre las causas de 
muerte (véase Cuadro 3*4). 

La diabetes de tipo 1 se produce por la destrucción 
autoinmunitaria de las células que forman insuli¬ 
na en el pâncreas y empieza antes de los 20 anos 
de vida. La diabetes de tipo II aparece a partir de 
la mitad de 3a vida (90% de ios diabéticos), sobre 
todo en personas obesas (Gap. 10). Los 17 volun¬ 
tários antes mencionados fueroo los primeros en la 
historia de la medicina que se trataron con una 
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(86 aminoãcidos) 


Proteína insulina activa 
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COOH 


Cadena C 
(35 aminoácidos) 


Fig. 3*36 Síntesis de insulina 
en las células islotes dei 
pâncreas, 

Se representa un gen de insu¬ 
lina típico de una célula de 
un mamífero, con intrones, 
secueneias codificadoras 
(exones) y secueneias de 
regulación, que se utilizan 
para la transe ri pciort. Breve¬ 
mente, antes de! inicio dei 
gendela insulina (en la 
regiórt que bordea el extremo 
5 1 ), se en cu entra n vários ele¬ 
mentos de secuencia que son 
decisivos para la produceión 
de insulina. Diversas proteí¬ 
nas de reguiación se unen a 
estas secueneias y se activam 
En las células que no produ- 
cen insulina se bloquean los 
fragmentos de DNA mediante 
otras proteínas. 

La RN A polí m era sa empieza 
su trabaío de transcripclón 
tras estas secueneias, Los 
finales dei RN Am transcrito 
en eucaríotas se modifícan 
con un 5'-cap (“eaperuza*) 
y una cola 3*-poli (A). La 
ca peru za debe proteger de 
la degradadón por enzimas 
(fosfatasas y nucleasas) 
y refuerza la traduedom 
La cola polí (A) no se codifica 
en el DMA y estabiliza abíer- 
Eamente ei RMAm, 

Tambiên la veloddad de la 
síntesis de ínsuiina puede 
regularse incluso tras la tra- 
duccion en el ribosoma; la 
preproinsulina (128 amino¬ 
ãcidos) es más larga que 
la hormona activa. Enzimas 
es peda te 5 fragmenta n en 
ei extremo amino una corta 
parte (24 aminoãcidos), que 
slrve como seeuerrcía serial 
para atravesar ia membrana 
dei retículo endoplasmãtico. 
Acontínuadõn, ia proinsuli¬ 
na creada de esta manera 
se separa de ella liberando 
ia parte centrai de la cadena 
poüpeptídica (péptido O, 

Las dos cadenas cortas A y B 
fdrrnan La insulina termina¬ 
da, Mediante puentes dísul- 
furo entre císEeínas se man- 
tienen unidas. 

Tras su síntesis, la cantidad 
de proteína activa se reguta 
frecuente mente en el cuerpo 
por retroacoplamiento. 
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IdentlficacíÓr de Las colonias que unen proinsulina 


Fíg. 3-37 Como se encontra- 
ron Las colonias bactéria nas 
que forman proinsulina con 
la ayuda de antícuerpos en 
el radioinmynoensayo. 



Fig. 3.38 RosalynYalow 
fnacida en 1921) descubriõ 
e L rad ioi n m u n oe nsayo (R IA). 
Recibió el Prêmio Nlobel en 
W7- 


hormona de mamífero que no procedia de los órga- 
nos de un mamífero, sino de bactérias. Con ello se 
probo la primera sustantía en humanos producida 
con la ayuda de la ingenlerfa genética. Dos anos 
más tarde se autorizó ofidalmente la aplicación 
médica de la insulina producida por ingeniería 
genética, 

La necesidad de insulina es extremadamente alta. 
Un diabético necesitaba para cubrir sus necesidad es 
anuales las glândulas pancreáticas de aproximada¬ 
mente 50 cerdos. La compahía alemana Hoechst 
procesaba diariamente once toneladas de pâncreas 
de cerdo, procedentes de más de 100 000 animales 
dei matadero. 

Á partir dei ano 2005 no se exportó en Alemania 
más insulina animal. 


■ 3.15 Cômo se sintetiza la insulina en 
humanos: desde la preproinsulína, 
pasando por la proinsulina, 
hasta la insulina activa 

La insulina es una pequena hormona que consta 
de dos cadenas proteicas, de Ias cuales una tiene 
21 aminoãcidos (cadena A) y la otra 30 
(cadena B). A partir de 1945 Fred Sanger (Cua- 
dro 3.4) investigó, durante diez anos de largo y 
duro trabajo en el sótano dei Instituto Bioquímico 
en Cambridge (Inglaterra), la estructura primaria 
de la insulina. 

El propósito dei análisis de la insulina se conside¬ 
ro intrépido en su tiem.po. La insulina cristalizada 
de 120 toros sirvió a Sanger como matéria prima. 
Fred Sanger recibiú el prêmio Nobel en 1957, solo 
tres anos después de haber descrífrado la secuen- 
cia de los 51 aminoácidos de las dos cadenas de la 
insulina. 

Ambas cadenas se sintetizan primero como parte de 
una cadena más larga de 110 aminoácidos en las 
células B (células P) de los islotes de Langerhans en 
el pâncreas. Esta forma larga es la preproinsulina 
(Fig. 3.36). Al igual que para otras hormonas peptf- 
dicas, estas proteínas precursoras se fragmentan en 
el retículo endoplasmátíco. Sus primeros 24 amino- 
ácídos sirven como serial para la membrana celular 
para la secreción de la insulina fuera de la célula. En 
la sallda a través de la membrana se rompen estos 
24 aminoácidos mediante enzimas (peptidasas) y 
permanecen en la célula. Los restantes 8ó amino- 
ácidos son la proinsulina; cadena B, péptido C y 
cadena A. 

Los trozos inicial y final de esta molécula (B y A} 
interacdonan uno con otro y se eniazan mediante 
dos uniones de puente disulfuro (S-S). Después 
se fragmenta la parte central de la proinsulina (cade- 
na C 0 péptido C, con 35 aminoácidos) por enzimas 
localizadas en ia membrana (proteasas) en ei apara¬ 
to de Golgi de la célula. 

La función de la cadena C consiste en alinear correc¬ 
tamente una tras otra las cadenas Ay B. Sin este 
correcto plegamiento en el espado, la insulina no 
seria completamente activa, 

La insulina activa y el péptido C se guardan en vesí¬ 
culas y se liberan juntos tras el estímulo, La “utiliza- 
ción díaria” de insulina por los humanos es de apro¬ 
ximadamente 1,8 mg. 
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El milagro de la ingeniería genética 


Cu adro 3.3 Historia 
de la biotecnologia: 
ta fabricación de insulina 


Frederick 
Banüngy 
Charles Best. 

En 1921, los canadienses Fredeiick G* 
Bantmg (189 M 941, muerto en un accíd en¬ 
te de aviaciónj y Charles H. Best f 1899- 
1978) conslguíeron en Toronto el aíslamien- 
to de la insulina de pâncreas animal. Su tra- 
baio se consideró tan trascendente que Ban- 
íing consiguió, sólo dos ailos más tarde, jun¬ 
tamente con J.J.R. Macleod, el prêmio Nobel 
de fisiologia 0 medicina. 

En 1922 se probó dfnícamente la hormona 
en un paciente, con éxíto. U companía ame¬ 
ricana Eli Lilly & Co. [Indianápolís] füe la pri- 
mera en redbir una licencia, exclusiva para un 
ario y produjo ‘TletiiT en grandes cantidades. 

Éste fue el dispam de salida para el consorcio 
que aún hoy existe entre las mayores compa- 
nías prodnctoras de insulina dei mundo. 

A partir de ese ario, el comitê de la Universí- 
dad de Toronto se dedicó a intereses diferem 
tes. En Alemania fueron íos dei médico 
Oscar Minkowski. 

Minkowski lo cuestionô en 1923 en la fábri¬ 
ca de colorantes Hoechst. En la Hoechst ya 
se había recogirio anteriormente material 
glandular de los mataderos de Frankfurt 
y Karisruhe, y habfan intentado obtener 
insulina. A princípios de noviembre de 1923 



se produjo el desarrollo propio de la "antigua 
insulina” en ei mercado, con la autorízación 
de Canadá. De ahí en adelante Hoechst fue 
Ia conductora de Ia invesugadón en insulina 
y todavia controla, bajo el nuevo nombre de 
Sanofi-Aventis, junto con Eli Lilly, Novo Nor- 
disk y Berlin Chemie, el mercado alemám 

Oscar Minkowski 
(1858-1931) descu- 
briõ en 1889, en la 
Clínica de Medicina 
en Estrasburgo, 
que los perros de- 
sarro I la n diabetes 
si se les extirpa el 
pâncreas. Él con- 
venciô a Hoechst 
eni923 para pro- 
durir insulina. 



Muchas otras comparilas probaron suerte, 
pero fallaron en la matéria prima: la recogida 
de material de muchos pequeftos mataderos 
alemanes era ardua. [Se pensó en el enorme 
matadero descrito por Upton Sinclair en 
Chicago! Los pâncreas se debían importar, 

En 193ó, Ia companía Hoechst fue la prime- 
ra que consiguió pioducir hormona cristali¬ 
zada concentrada. Las disoluciones produci- 
das se purificaron mejor de las proteínas exó¬ 
genas acompanantes y asf fueron más funcio- 
nales. También se trabajó en ias insulinas 
depoL En 1938 llegó al mercado ia “insulina 
depot Hoechst” con estabilizadores supeifi- 
ciales, Sín embargo, durante la guerra se 
mantuvo el suministro mediante un nuevo 
procedimíento para asegurar la conservacíón 
de las glândulas. Sin embargo, en los prime- 
ros anos tras 1945 la producción fue baja. 


Hoechst continuó como el principal provee- 
dor y lanzó al mercado en 1953 la “Long- 
insulin 11 , que actuaba más tiempo. Entonces, 
Frederick Sanger consiguió, tras 1 0 afios 
de trabajo, determinar la estructura de la 
insulina (véase Cu adro 3.4). 



Entre 1963 y 1965 se logró, en diversos gru¬ 
pos de trabajo, la sfntesis total de la insulina, 
y en 1969 Dorothy Crowfoot-Hodgkin utili- 
zó el análisis estructural por rayos X para cla¬ 
rificar su estructura espacial 


■ 3.16 Los Inicíos de la ingeniería 
genética con proinsulina de rata 

Para producir insulina por ingeniería genética con 
ayuda de células bacterianas, Walter Gilbert 
[Fig. 3.39] y Lydia Villa-Komaroff, de la Universi- 
dad de Harvard, observaron en 1977 un tumor de 
células p en pâncreas de rata, por lo tanto células 
cancerosas animales. Guando empezaron con la 
investigadón, no estaba permitido experimentar 
con genes humanos. 

EI RNÁm de las células cancerosas fue transscrito 
por los investigadores con transcriptasa inversa a 
cDNA, se cortó con endonucleasas de restricción 


para conseguir extremos pegajosos, y los pedazos 
de DNA se insertaron en plásmidos bacterianos 
que portaban genes de resistência a la penicilina y 
a la tetraciclma (Fig. 3*34). El plãsmido cargado 
con el DNA exógeno se íncorporó entonces a las 
células bacterianas. De cada una de estas células 
se cultivó un clon y se colocó en placas con agar 
como medio nutriente, conteniendo penicilina y 
tetraciclina. 

^Producen estos clones proinsulina de rata? Para 
probar esto, Gilbert y sus colaboradores cargaron 
placas de plástico con anticuerpos contra proínsuii- 
na. Se generan en ratones anticuerpos contra la 
proinsulina inyectándoles la proteína. Los plásticos, 



Fig. 3*39 Walter GiSbert 
(n atido en 1932), prêmio 
Nobel de Química en 1980. 
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Flg. 3.40 La primera síntesís de un péptido huma¬ 
no, la hormona somatostatlna, mediante 
bactérias manipuladas geneticamente. 


como el poliestirol (PS), unen ligeramente anticuer- 
pos por absordón. Los investigadores colocaron las 
placas de PS cubiertas en contacto con las colonias 
bacteríanas. Mediante la adición de lisozima (véase 
Gap. 2) se lisaron las células y pudo analízarse su 
contenido. 

Cualquíer proteína en ias células que contenga la 
secuenda aminoácída de la proinsulina une anti- 
cuerpos de las placas de plástico (Fig, 3*37). Estos 
anticuerpos se denominan también anticuerpos 
capturadores {capture). 

gCómo se sabe si se ha unido ia proinsuíina y dón- 
de? Se utiliza una disolución marcada radiactiva- 
mente de anticuerpos detectores (que también 
reconocen y unen proinsulina) y se incuban en pla¬ 
cas de PS. En caso positivo se forma una estructura 
en sandwich: las placas unen el antícuerpo eaptu- 
rador, éste une la proinsulina, y ésta une, en otro 
lugar de la molécula, el antícuerpo detector marca- 
do radiactivamente. 

Si no existe proinsulina no se une antícuerpo 
detector. Estos anticuerpos detectores no unidos 
se lavan en una fase de lavado y no hay ningún 
sandwich ni radiactividad unida. El método se 
denomina radiommunoensayo (RIA, véase 
también Gap. 10). 

Rosalyn Yalow (nacida en 1921) (Rg. 3.38) de- 
sarrolíó en 1959, en Nueva York, los primeros RIA 
para el análísis de insulina en sangre (prêmio Nobel 
en 1977 con Roger Guillemin y Andrew V. Schaliy). 
Puesto que los anticuerpos se marcan radiactiva¬ 
mente, se reconocen ios lugares radíactivos relevan¬ 
tes en las placas de plástico si finalmente se coloca 
la placa sobre una película de rayos X sensible a la 
radiadón (autorradiografía). 

Un clon dio una reacción positiva: ennegreció la 
peiícula. También la d ío cu ando las placas de plásti¬ 
co se cargaban no con anticuerpos contra proínsuli- 
na sino con anticuerpos contia penícilínasa. Es 
decir, el producto de síntesis, que se anaUzó con 
ayuda dei antícuerpo, era aparentemente una pro¬ 
teína mezcla de proinsulina y penícilínasa. El 
gen para la proinsulina se había incorporado, pues, 
en medio dei gen de la penícilínasa (Fig. 3.37). 

Se aisló este clon. Como sus células crecían en un 
medio de cultivo líquido, se pudo aislar la proteína 
mezcla de la disolución de cultivo sin destruir las célu¬ 
las. La fracdón de penícilínasa había posibilitado que 
la proteína mezcla completa atravesara la membrana 
celular bacteriana para colocarse en el medio. La 
secreción de las proteínas en el medio fue un gran 
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avance en comparación con ia proinsulína de rata, 
que se sintetizada en las células y permanecia en eilas. 

La penicílinasa estaba conectada a su secuencia 
senal, que posibilitaba la salida dei “hilo proteico” 
de la célula* En otro caso, la proinsulína se habría 
quedado en la célula* El análisis de la secuencia 
nucleotídíca dei DNÁ exógeno, que estaba conteni- 
do en el plásmído bacteriano, mostro que en realL 
dad solamente existia la secuencia exógena para la 
proinsulina. 

Para conseguir insulina pura a partir de una proteína 
mezcla de proinsulina y penicílinasa, Gilbert retiró, 
con la ayuda de Ia enzima digestiva tripsina (Gap. 2 
y Fíg. 3,45), la parte más grande de la sección de peni- 
cilinasa y al mismo tíempo el segmento C central de 
la proinsulina. Con ello obtuvo insulina activa. Los 
científicos de Boston analizaron el producto y deter- 
minaron que influenciaba el metabolismo de los azú- 
cares en los adipocitos como la insulina normal de 
rata: las bactérias habfan producido una “autêntica" 
insulina de rata. 

■ 3.17 Hibrídaciôn de DNA: 
como se encuentran bactérias 
con sondas de DNA 

En el caso de la proinsulina de rata se halló el don 
recombinante por análisis dei producto genético 
con anticuerpos mediante un radioinmunoensayo 
sandwích. Frecuen te mente se detectan bactérias 
(también las no manipuladas, “naturales”) con son¬ 
das de DNA* 

Para ello se utiliza la hibrídaciôn dei DNA: la cons- 
tfucdón de una doble hebra de DNA a partir de 
hebras simples complementarias de diferentes orí- 
genes, que forman una molécula híbrida* 

En una determinada secuencia de DNA bacteriano 
se busca un oligonudeótido complementario de 
una hebra simple, una sonda de DNA (muestrâ 
de DNA). 

Las células crecen en colonias sobre un medio de 
cultivo [Fig, 3.44). Estas colonias se marcan (princi- 
palmente con números en el sentido de las agujas 
dei reloj sobre la tapa de la placa de Petrí) y enton- 
ces se toma una huella con un filtro de nitrocelu- 
losa. Con ello se fija una copia ímagen especular de 
las colonias* Las membranas celulares se destruyen 
con un detergente (un medio de lavado, como 
Tween), que libera el contenído de la célula. El 
DNA bacteriano se une fuertemente a la nitrocelu- 
losa. Ahora se anade sosa cáustica (NaOH) que 
destruye los puentes de hidrógeno que mantenían 


unida la doble hélice bacteriana. Àsí, el DNA se des¬ 
naturaliza y se separa en dos hebras simples, que 
además permanecen unidas a la nitrocelulosa* 

Luego se anade la sonda de DNA. Es un oligonude¬ 
ótido de una hebra simple con al menos 20 nucleó- 
tidos. La sonda de DNA se puede produdr con el sin- 
tetizador automático de DNA (véase Cuadro 3.5) si 
se conoce Ia estructura (secuencia) dei gen busca¬ 
do. La sonda se marca bien radiactivamente 0 (pro- 
gresivamente) con moléculas fluorescentes. Iras la 
hibrídaciôn se Lava Ia sonda marcada no unida. Sólo 
las secuendas de DNA buscadas han formado híbri¬ 
dos con la sonda de DNA* Se coloca entonces una 
película de rayos X sobre el filtro de nitrocelulosa y 
se observa su ennegrecimlento (ãutorradiograffa). 
Las sondas hibridadas ennegrecen la película. En la 
incorporación de las moléculas de fluorescência se 
aplica luz de determinadas longitudes de onda y 
entonces se iluminam Si se ha encontrado un lugar 
donde se ha producido una hibrídaciôn, se vuelve 
de nuevo a la placa de agar y allí se localiza fácílmen- 
te la colonia buscada* 

Con este procedimiento se encuentran las células 
manipuladas genéticamente, como también en el 
diagnóstico médico se detectan las bactérias natura¬ 
les, por ejemplo la causante dei cólera (Gap. 6), Para 
ello, sin embargo, se debe conocer una parte de la 
secuencia de DNA que es típica dei correspondien- 
te causante* 

■ 3.18 Un pequeno desvio: 
la somatostatina - La primera 
proteína humana de bactérias 

A contínuadón se generó en las células bacterianas 
la somatostatina como la primera proteína huma¬ 
na (Fig. 3.40). Para ello se desarrallaron técnicas 
decisivas para la posterior producdón de insulina. 

La somatostatina. consta solamente de 14 aminoáci- 
dos y es una de las muchas hormonas que se produ- 
cen en el hipotálamo, una región dei cerebro medio. 
Desde allí llega hasta la glândula pituitária con el flu- 
jo sanguíneo, donde se ocupa de parar la líberación 
de insulina y dei “apagado" de la hormona dei cre- 
dmiento humana. 

La somatostatina podna, por lo tanto, tener valor 
terapêutico. Por este motivo, en 1 977 Herbert Boyer 
y sus colaboradores escogieron esta sustancia para 
sus investigadones en el City of Hope National 
Medicai Center y la Universidad de Califórnia, en 
San Francisco. Hasta entonces no se había consegui¬ 
do aislar el gen de la somatostatina de células huma¬ 
nas, pues su secuencia de bases se obtuvo dei cono- 



Fig. 3.41 En 1975, con 27 
afios, Robert Swanson 
(1947-1999) conocló a 
Herbert Boyer. Juntos esta- 
btecieron la ingenieria gené¬ 
tica: "AU the acadetnks I 
caited said commeráal appíi- 
cation ofgene spüting was 
ten years away. Herb dsdn*t ." 



i-Jílai 

ÊÊkm 


Fig. 3.42 Arriba: la primera 
companfa de ingente ria 
genética no fue*como 
a menudo sg afirma, Genen- 
tech, sino la Cetus Corpora¬ 
tion, que fundaron en 1972. 
en Berkeley, el médico Peter 
Farley, el bioquímico Ronald 
Cape yelganador dei 
prêmio Nobel Donald Glaser. 
Fueron consultores el profe- 
sor dei MIT Arnold Demain 
(arriba a la izqulerda y abajo 
en una ímagen actuaí). 

J oshua Lede rberg y Stanley 
Cohen de la Universidad 
deStanford. 



Fig. 3*43 Somatostatina 
humana. 
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Fig. 3,44 Detecdón de bactérias 
con la ayuda de sondas de DNA 
y la híbrídacíón dei DNA. 


cimiento dei código genético a partir de la secuencia 
conodda de los 14 aminoácidos en el péptido. 

Así se construyó en bloques, de tres bases cada uno, 
un gen artificial (Fig, 3.40), Consta de 52 pares de 
bases, de las cuales 14 x 3 = 42 contenían el plan 
de construcción codificado para la somatostatina* 
Los díez pares de bases restantes debfan garantizar 
la expresión dei gen (comprensión de las instruccio- 
nes de construcción) mediante el ribosoma, facilitar 
el aislamiento de ia hormona y Finalmente liberar 
“extremos pegajosos 7 ', que serfan importantes para 
incorporar fragmentos de DNA de doble hebra en 
un plãsmído (el vector). Como huésped se eligjó 
Escherichia colL Para llevar a cabo la transferencia 
se combino el gen sintético con un plásmldo que lle- 
vahala descrlpción pBR322 (véase Cuadro 3*2), así 
como un fragmento dei operón lac (exhaustivamen- 
te en el Cap. 4). 

Para una expresión efectiva de un gen clonado se 
requiere una sehal clara que sea entendida por la 
célula huésped. Estos promotores vienen frecuente- 
mente de un gen, que puede alcanzar un grado de 
expresión elevado en este huésped. Lo más sencillo 
es acoplar el DNA clonado al DNA de un gen pro- 
pio de una célula y aprovechar al mismo tlempo sus 
promotores buenos fundonales. El gen de Ia soma- 
tostatina se incorporó en el extremo propio dei gen 
bacteriano, en el cual se codifica la enzima p-galac- 
tosidasa. La p-galactosídasa es una enzima que se 
encuentra en grandes cantidades y degrada lactosa. 
Es una enzima inducible (Cap. 4). 

Tras la transferencia con êxito dei plásmido en una 
célula de E. colise produce, por lo tanto, una soma- 
tostatina en forma de proteína de fusión somatos- 
tatína-p-galactosidasa* En realidad es sólo un “pép¬ 
tido cola” de 14 aminoácidos, más corto, colgado a 
la enzima galactosidasa. 

Mediante tratamlento con el producto químico 
bromocianuro {CMBr), la proteína se rompe solo 
en el lugar donde se encuentra el aminoácido 
metionina, dejando la somatostatina Finalmente 
separada de la [3-gaIactosídasa* 

Debido a que el gen se habfa producido sintética¬ 
mente, era una menudenda incorporar la metíoni- 
na requerida al inicio de la molécula de somatosta¬ 
tina* Para ello simplemente se instalo el codón ATO 
para la metionina. Este proceso prévio 00 se pudo 
evitar* Si no, la somatostatina, si se intenta produdr 
por $í misma, se degrada muy rápido mediante enzi¬ 
mas (proteasas) bacterianas fragmentadoras de pro¬ 
teínas. Esto es evidente gracias a que la “buena con¬ 
fidente" galactosidasa está “escondida" y no se 
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muestran apêndices de la somatostatina, que en 
otro caso se fragmentarfan. Científicamente se dice: 
mediante $u expresíón como ‘‘proteína de fusiôn 
con acción propia de ias bactérias”, ia somatostati- 
na exógena de ias bactérias se protege de la degra- 
dación por las proteasas bacterianas. 

El resultado fue que la somatostatina sintetizada 
en £ coli era completamente idêntica a la natu¬ 
ral humana. Cada célula forma alrededor de 
10 000 moléculas de somatostatina. Esto era una 
hazana extraordinária, que animó a obtener otros 
péptidos. 

Después de todo, ei descubridor de la somatosta¬ 
tina animal, Roger Guillemin (nacido eo 1924, 
prêmio Nobel en 1977 con Andrew V. Schally y 
Rosalyn Yalow, Fig. 3.38), tuvo que trabajar con 
500 000 hipotálamos de cerebro de oveja para 
obtener aproximadamente cinco miligramos de la 
sustancia purificada de la hormona somatostatina 
animal. 


Estruttura primaria (secuencia) de la insulina humana 

Cadena A I 5 s I Puente dlsulfuro 


Treonina 







Insulina humana 



arginina. Al final de la cadena B en el cerdo se 
encuentra, por suerte, la alanina, y “antes” una Usi¬ 
na ... iMaravilloso! 


Fsg. 345 Conversión enzí- 
mâtícade la insulina de 
cerdo a humana. 


Solamente ocho litros de Ia suspensión de las bacté¬ 
rias £ coli recombinantes aportaban ahora la mis- 
ma cantidad de somatostatina humana. 

■ 3.19 Cómo se obtiene 
enzimáticamente insulina humana 
a partir de insulina de cerdo 

La insulina utilizada antes en la terapia de la dia¬ 
betes, como ya se ha comentado [véase tambíén 
Cuadro 3.3), se extraia dei pâncreas de toros 0 cer¬ 
dos. Su secuencia de aminoácidos no coincide 
completamente con la insulina humana: en el cer¬ 
do hay un aminoáddo distinto, en el toro hay tres. 

La insulina se incorporó dos anos después de su des- 
cubrimiento al tratamiento de la diabetes. Por un 
lado eliminaba ei sfndrome principal de la enferme- 
dad dei azúcar, pero también tenía efectos secundá¬ 
rios indeseables. Así, algunos diabéticos desarrolla- 
ron alergia a la hormona animal, ya que era una pro¬ 
teína exógena para el sistema inmunitario, contra la 
que se podían formar antlcuerpos. 

La solución seria convertir la insulina de cerdo, con 
la ayuda de enzimas, en insulina humana. Los 
investigadores de Hoechst Inc. encontraron, a prin¬ 
cipias de los anos 1980, una elegante solución: el 
aminoáddo alanina final de la insulina de cerdo se 
intercambia enzimáticamente por ima treonina. La 
hidrolasa tripsína (Fig. 3.46), además de hidrolizar 
en el estômago “todo lo fragmentabie* para las pro¬ 
teínas (Cap. 2), tiene una propiedad asombrosa: 
hidrolizar proteínas y péptidos exactamente de 
modo específico junto a los aminoácidos lísina y 


Así pudo romperse la alanina final (Fig. 3,45), Pri¬ 
mem va todo “normal”: la insulina de cerdo se tra¬ 
ta con tripsína, Al mísmo tiempo se ahade un éster 
de treonina (éster terbutüo de treonina) y la reac- 
ción tiene lugar en un 55% de disolvente orgânico. 
Entonces ocurre algo asombroso: la reacción inver¬ 
sa de la enzima. Las proteasas pueden fraccionar 
péptidos con la ayuda de agua, ipero también los 
péptidos (y ésteres de aminoácidos) se pueden unir 
en un entorno pobre en agua! Este proceso se deno¬ 
mina transpeptidización. El éster de treonina se 
anexiona en el lugar de rotura de la “alanina dei 
cerdo”. Solo se debe hidrolizar mediante el aporte 
de agua. Se origina así insulina activa por catálisis 
enzímática. 

Este pmcedimiento dura aproximadamente seis 
horas, pero requiere, como antes, grandes cantida- 
des de insulina de cerdo como matéria prima. 

Como era de esperar, en Hoechst se trabajó diaria¬ 
mente con casi una docena de toneladas de pân¬ 
creas de cerdo de más de 100 000 animales de 
matadero. 

■ 3.20 iFinalmente se consiguió! 

La primera insulina humana 
producida por ingenieria genética 

En 1979 también se practícó con êxito la síntesís bac- 
teríana de insulina humana. Con un rendímiento de 
insulina de 100 000 moléculas por célula, la produc- 
ción de insulina bacteriana fue aún más productiva que 
la de somatostatina. Además, la insulina posee una 


Insulina Alanina 



Treonina 



Insulina 

humana 


Fig. 3.46 Estructuras 
espada lã s de la insulina 
de cerdo y la humana, así 
como de la tripsína (centro). 
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Cuadro 3.4 Insulina y diabetes 

La insulina es una de las más importantes 
hormonas proteicas de los mamíferos. Guan¬ 
do Sanger determind en 1953 la estructura 
de la insulina, mostró por primera vez que 
una proteína posee una secuencia de amino- 
ácidos precisa (estructura primaria) y que la 
insulina consta solamente de L-aminoácidos, 
que se enlazan mediante enlaces peptídicos 
entre grupos ct-amíno y a-carboxílo. 



Fred Sanger (nacido en 1918) a dará la estructura 
de la insulina entre 1945 y 1955, en Cambrídge* 
y recibiô porello su primer prêmio Nobel. De vez 
en cu ando, desde su ta borato ri a-sòtano veia 
“dos formas, que pasaban hablando acalorada- 
mente una con atra, una pareja bastante loca. 
Tenían la costumbre de gritar arriba y abajo, y 
de rr subtendo de tono de manera terrorífica”. 
Estos eran Watson y Críck. Estaba claro que estos 
dos "Iocqs" acabarían animando a Sanger con el 
DMA. Así, Sanger redbiõ su segundo prêmio 
Nobel por la secuenciadón dei DMA (Cap, 10}. 


Ala Thr 



La insulina humana (derecha, arriba) se diferen¬ 
cia de la de cerdo sólo en un aminoácido: en la 
posicion 30 hay una treonína (Thr) en los huma¬ 
nos y una alanina (Ala) en los cerdos. 

Las dos cadenas (Ay B) (abajo) de la insulina 
de cerdo se representan en verde y azul. Están 
enlazadas por tres puentes d isulfuro (se ven 
aquí en marrón). 


La insulina se produce en el pâncreas y tras 
las comidas se libera a la sangre, cuando 
aumenta la cantidad de glucosa. Esta senal 
recorre el cuerpo: ha cia el hígado, el múscu¬ 
lo y los adipocitos. La insulina produce en 
las células el aumento de glucosa en la san¬ 
gre y la síntesis de sustandas de reserva, 
como glucógeno, triadlglicéridos y proteí¬ 
nas, para ser utilizadas. La insulina es una 
molécula diminuta. Las proteínas pequenas 


son un desafio para las células: es difícil pro- 
ducir una proteína pequena que se pliegue 
en una estructura estable. La célula solucio¬ 
na el problema formando cadenas peptídícas 
más largas, que se doblan en la forma ade- 
cuada y entonces se corta ia parte sobrante 
(en el caso de la insulina ei péptldo C] (véa- 
se Fig. 3,36), 

Si hay una alteradón en Ia función de ia 
insulina (por enfermedad dei pâncreas, por 
3a edad 0 por un estilo de vida poco saiuda- 
b3e), Ia cantidad de glucosa en sangre puede 
aumentar peligrosamente. Valores de gluco¬ 
sa elevados producen deshidratación, pues 
el cuerpo intenta eliminar ei exceso de glu¬ 
cosa con Ia orina. Ei valor de pH cambia 
drasticamente en la sangre y las células se 
ven afectadas, 

ta diabetes es Ia enfermedad número uno de 
la cmlización (Cap. 10), con carácter de epi¬ 
demia mundial. La diabetes tipo I 0 mellitus 
(en latín “azucarado con miei”), dependien- 
te de Insulina, causa la destruccldn autoin- 
munitaiia de los islotes de Langerhans dei 
pâncreas. Las personas que la padecen nece- 
sitan insulina para sobre vi vir, Los principales 
diabéticos tienen una cantidad de insulina 
en sangre normaJ 0 incluso elevada, pero no 
responden bien a la hormona (diabetes tipo 
II, detallada en el Cap. 10). 



Fig, 3,47 PaulBerg 
(nacido en 1926) fu.e profe- 
sor de Stanford con solo 
33 anos, Escribíó la “carta 
Berg’\ en la cual exigia una 
moratória para los experi¬ 
mentos petígrosos con D NA, 
y organízó en 1975 el Con- 
greso de Asilomar, que apor¬ 
to las líneas maestras para 
el trabajo con el D NA. Fue 
prêmio Wobel de Química 
en 1980 con Walter Gilbert 
y Frederick Sanger, 


importância médica esencialmente mayor. ^Cómo se 
consiguíó la síntesis? 

La Insulina consta, como se lia mencionado, de dos 
cadenas peptídícas de 21 y 30 aminoácídos, respec- 
Uvamente. Sin embargo, lainformación para el pro^ 
cesamiento necesario hasta la insulina activa no 
está codificada en la secuencia dei gen: el péptido 
senal y la secuencia dei péptido C deben separarse 
y Ias cisteínas deben enlazarse exactamente a los 
puentes distilfuro. Esto sólo puede conseguirse en 
los islotes de Langerhans dei pâncreas. 

Las células de £ coli y las levaduras eucarióticas no 
poseen esta habilídad (ivéase Sección 3,251). Era 
cómodo, al menos para la insulina, que para su capa- 
cidad funcional no se tuviese que anadir ningún res¬ 
to de azúcar (glicosiladón), El camino dei aisla- 
mientG dei RN Am de la insulina no era fácil Se debía 
realizar una tarea como en ía somatostatina. De 
manera mãs laboriosa, en un pequeno trabajo de tres 
meses, los científicos dei City of Hope National Medi¬ 
cai Cènter protíujeron las dos cadenas a partir de los 
correspondientes genes sintéticos, Puesto que -gra¬ 


das a los 10 anos de trabajo de Frederick Sanger- se 
sabia cómo formar insulina, se pudo elaborar la 
secuencia genética correspondlente sobre el papei, 

Diedocho fragmentos de vários nucleótídos condu- 
jeron a los investigadores al gen de la cadena mis 
larga, y once fragmentos al gen de la cadena más 
corta. Siguieron separadas: por miedo a los posibles 
riesgos, se generaron la cadena A y la cadena B en 
paralelo en diferentes microorganismos (Fig. 3.47). 
La insulina activa no pudo originarse, pues, de nin¬ 
gún modo en una célula. 

■ 3.21 Asilomar: ccuál es el peligro 
de la nueva ingeniería genética? 

^Por qué ese miedo? El riesgo de los experimen¬ 
tos de ingeniería genética se discutió acalorada¬ 
mente por científicos preocupados, como Paul 
Berg (Fig, 3.47], David Baltimore, Maxine Singer 
y Sydney Brenner, en 1975, en la conferencia de 
Asilomar. Si se podia, por ejemplo, generar por 
ingeniería genética bactérias intestinales resisten¬ 
tes a antibióticos causantes de câncer, ^tendrfa 


74 













El milagro DE LA INGENtERÍA genética 


Control mediante microprocesadores 


TTTTTTT 
©-©■ 





lllllllll 


L* 


leactivos y médios 
de disoludõn " 


-Nudeótidos- 


Al 

eolector 



Coluinna de síntesis 


Bomba 


Resíduos 


Principio de un 
sintetizador 
automático de genes 



Cuadro 3.5 Genes en un tubo 
de ensayo: robots automáticos 
desfntesls de DMA 

ActualmentÊ hay máquinas que pueden sin¬ 
tetizar automáticamente DNA de una única 
hebra y expresar secuencias rapidamente. 

Ei procedimiento completo, 0 sea, incluyen- 
do la aiineación (secuenda) de las bases 
individuales, se realiza mediante micropro¬ 
cesadores. 



Sintetizador automático de DNA. 

En estas máquinas se da la secuenda de&eada. 
Los microprocesadores se ocupan de que se 
bombeen los nucleótidos, los reactivos y los 
médios de disolución para cada paso indivi¬ 
dual en la columna dei síntetizador. La. colum- 
na está llena de bolitas de tierra de diatomeas 
(sílica gel), aproximadamente con la granula- 
tión de la arena fina. Cada bolita proporciona 
un soporte sólido a una cadena de DNA. 

Si se quiere sintetizar una determinada 
secuenda, por ejemplo TACG, es decir, que 
salga de una columna, se fija a las bolitas 
el primer nudeótido (en el ejemplo la base 
timína) -e indudable mente con el denomi¬ 
nado extremo 3\ Los microprocesadores 
permíten que se bombeen millones de molé¬ 
culas dei siguiente nudeótido (A) a través de 
la columna. El extremo 5 f de A está bloquea¬ 
do quimicamente, de modo que se une con 


la orientadón adecuada a T. El grupo de pro- 
tección se separa entonces y empieza una 
nueva ronda. 

De esta manera se pueden sintetizar cadenas 
cortas de hasta aproximadamente 50 nucleóti- 
dos. Las cadenas de ollgonudeótidos acabadas 
se separan de las bolitas y se eluyen de la 
columna. El tiempo para la sfntesís de cadenas 
de nudeótidos se acoita constantemente con 
cada nuevo desarroílo automatizado. Se escii- 


be soiamente la secuenda y se recoge ei oíigo- 
nudeótido acabado tras muy poco tiempo. 

Los ollgonudeótidos son importantes en bio¬ 
tecnologia por tres motivos: pueden llegar 
a formar los genes sintéticos completos más 
grandes [como en la insulina y la somatostatL 
na), pueden utílizarse como sondas de DNA 
(Fig. 3.44) y se requieren como iniciador 
[prime j] para la reacción en cadena de la poli- 
merasa (PCR)ylasecuenciadón [Cap. 10). 


como tonsecuencía una ‘‘epidemia de câncer 
expandida por las bactérias”? Los científicos pre¬ 
ocupados no sospechaban, sio embargo, que su 
propio sentimiento de responsabilidad se conver- 
tiría en imágenes de horror sobre los peligros 
de la ingeniería genética en los médios de comu- 
nicación. 

íQué pasaría en caso de que las bactérias formasen 
insulina activa y por descuido se colocasen en el 
intestino de los humanos y sobreviviesen allí? Podrf- 
an provocar una conmoción insulínica mortal. En lo 
sucesivo, el National Instítute of Health (NIH) pro- 


mulgó directrices muy estrictas en matéria de inge¬ 
niería genética. 

Se crearon cepas de seguridad “lisadas” de E. coH 
(por ejemplo Kl2), que no podían existir fuera dei 
laboratorio, y se concibieron laboratórios de dife¬ 
rentes niveles de seguridad (P! hasta P3) para tra- 
bajos microbíológicos. 

Los genes creados artificialmente para las cadenas A 
y B de la insulina no tenían indudablemente la mis- 
ma secuenda que el fragmento genético (que no se 
conocía), pero representaban los polipéptídos reales. 



Fig.3.48 Microcoloniade 
Escberichiü coli. Detalle dei 
tema “Las bactérias también 
envejecerT, véase Cuadro en 
el Cap. 10. 
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Extratto bacíeriano 
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contra la insulina 



Ütras proteínas 
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Union 
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Otras proteínas 
$e eluyen 


Los ácidos 
específicos 
diluyen la uníón 
insuüna-anticLierpo 

-► 


Eluído 



Insulina 

purificada 


per” para la gakctosidasa respectiva. La Fig* 3.49 
muestra cómo se pueden purificar después las cade¬ 
nas de insulina a partir de una mezcla de sustancias 
diferentes con la ayuda de anücuerpos espedales 
contra insulina, exclusivamente por cromatografia. 
Esta separación se basa en la afinidad de la insulina 
por los especiales anticuerpos anti-insulina, y se 
denomina cromatografía de afinidad. 

Entonces se requiere sólo un paso químico: la 
“sulfurólisis oxldativa”. El oxigeno y un valor 
de pH fuertemente básico producen la oxidación 
de la cistefna, que lleva un grupo SH. Ahora son 
altamente reactivas y se unen a grupos SH oxida¬ 
dos vecinos mediante un puente disulfuro 
(unión S-S) para formar insulina activa. 

El rendimiento de la insulina activa se reduce, sin 
embargo, por enlaces faisos de las cadenas A y B, 
que se deben separar. Los puentes disulfuro son 
decisivos para la estructura espacial y, por lo tanto, 
para la actividad de la insulina. 

U insulina debe contener tres puentes disulfuro: 
uno interior de la cadena A y dos entre Ias cadenas 
A y B. La insulina recombinante microbiana 
generada de esta manera condujo, en 1982, a una 
revolución en el mercado de la insulina. 

Por motivos de seguridad, al principio se produje- 
ron separadamente las cadenas A y B. Los receios 
eran efectivamente grandes: k companfa Hoechst 
solícitó en 1984 el permiso para Ia construcción de 
una instalación de producción de insulina humana 
mediante ingeniería genética. Tras intermlnables 
idas y venidas, finalmente en 1998 -después de 
14 anos de burocracia y discusiones públicas- 
Hoechst Marion Roussel puso en funcionamiento la 
instalación en Alemania. 


Ffg. 3,49 Purfflcadún de la 
insulina mediante cromato- 
grafia de afinidad. 



Fig.3.50 Estructura espacial 
de la molécula de insulina con 
puentes disulfuro (amaríllo) y 
hélices a de las cadenas A y B, 


Cada gen artificial, el de la cadena A y ei de la B, se 
incorporó directamente [como en el caso de la soma- 
tostatína) detrás dei gen promotor de la p-galactosí- 
dasa y dei gen de la gakctosidasa en diferentes 
plásmidos. 

De forma inteligente se incorporó de nuevo, entre 
los genes de la insulina y de la gakctosidasa, un 
“lugar de rotura”, un codón para el aminoácido 
metionina (0 sea ATG). Tras k producción eficaz, 
cada cadena A 0 B llevaba una metionina adicionai 
en e! extremo N-terminal de las cadenas para la 
rotura de ia gakctosidasa (Fig. 3.51). 

Tras la transferencia de dos cepas de E. coli diferen¬ 
tes y de la producción eficaz de los polipéptidos se 
fragmentaron ambos péptidos con bromocianuro 
otra vez exactamente en el “lugar que se debía rom- 


■ 3,22 Proinsulina humana a partir 
de una única cepa de E. coli 

Otra mejora fue la producción de proinsulina en 
una sola cepa bacteriana. El gen completo de la 
proinsulina (con el péptido C, sin embargo, sin la 
secuenck para el péptido senal) se sintetizó prime- 
ro artifirialmente. Antes dei codón para ei primer 
aminoácido se anadió de nuevo un codón de metio- 
nina (ATG). 

La ventaja era que solamente se utilizaba un único 
plásmido y una única cepa de £ coli En este caso se 
controla el gen de k proinsulina con un potente pro¬ 
motor de la triptófano síntasa. Sobre el plásmido se 
encontraron también, uno tras otro, ei promotor de 
la triptófano sintasa, el gen de la triptófano sintasa, 
k secuencia ATG (que codifica metionina, como 
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Plegamiento de las cadenas y 
oxidadon de tas cisteínas con sulfuro 



COOH 


Pu ente disulfuro 
COOH 


lugar de partida) y la secuenda para la proinsulina 
(B-C-A), Se forma, pues, una proteína de fusión. 
Tras la biosíntesis se fragmenta con CNBr la metio- 
nina con la enzima triptófano sintasa y se consigue 
la proinsulina. Los enlaces correctos de los restos de 
cisteína se consíguen mediante suMurólisis. Con el 
péptido C se iogrú una mejor unidn de las cadenas A 
y B* El péptido C se corta y extrae enzimáticamente 
mediante tripsina. Asf se consigue insulina activa, 
plegada de la forma correcta, 3100 % idêntica a la 
insulina humana! Utilizando este método, hoy pro- 
ducen insulina las companías Berlin-Chemie, Sano- 
fi-Aventis (antes Hoechst] y Lilly* 


■ 3.23 Leva d uras de cocciõn como 
productoras de proinsulina 

En lugar de bactérias procariotas, la companía Novo 
Mordisk escogió levaduras de cocciôn eucariotas. 
También utilizo un gen artificial, pero (después de 
un fracasG con el péptido C completo) con sólo nue- 
ve nucleótidos para el péptido C (0 sea, únicamente 
con tres aminoácidos en el producto). Las proteasas 
de íevadura no pueden hidrolizar este péptido corto, 
elegido de modo tan genial que lleva una sobre otra 
las cadenas A y B a una proximidad favorable, que 
puede enlazar puentes disulfuro incluso en la célula 


Fig. 3.51 Expresiõn de Insula 
na en dos cepas separadas 
de Escheríchia coii: 

Se sintetizan quimicamente 
dos ollgonudeátidos (cade¬ 
nas Ay B), Los fragmentos 
de DNA codifícan cada uno 
una cadena de insulina. Cor¬ 
tados con endonudeasas de 
restricciân, ambos fragmen¬ 
tos separados se íntorporan 
en plâsmidos con DNAligasa. 

Antes deí DNA de la insulina 
se coloca el DNA de la p- 
galacEosidasa (p-Gal) y un 
promotor bactéria no de la 
p-Gal* Así se producen las 
proteínas de fusión en 
E. coti f que se acumulan por 
separado como p-galactosi- 
dasa-cadena A de la insulina 
y p-galactosidasa-cadena B 
de la insulina en £ coií.Tras 
el cultivo de las células se 
purifican ambas proteínas de 
fusión. El DNA que codifica la 
insulina se produce de modo 
que empieza con un codón 
de meti 0nina. El bromociami- 
ro (CNBr) fragmenta la uniôn 
peptídica en cada caso 
detrãsde la metionína en et 
producto de fusión. Así se 
consíguen por separado ias 
cadenas de insulina natura- 
les. Debido a que p-Gal aün 
contíene otros elementos 
metionina, origina muchos 
péptidos pequenos. 

Geniah ilas cadenas de insu¬ 
lina no contienen metioninas 
internas y permanecen intac¬ 
tas! Mediante sulfurótisís 
oxídativa se activan final- 
mente, tras su purificación, 
las cisteínas de las cadenas 
A y B, y ambas cadenas se 
unen: se origina insulina 
humana intacta. 

p-galactosEdasa 



Él CNBr fragmenta la unión 
peptídica tras la metionina. 
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Insulina aspartat 
Rg. 3.52 Variantes de insulina. 


de levadura (y no ai final dei procesoj. Este “gen 
miniproin$ulma M está controlado por el promotor 
dei gen de la tríosa fosfato isomerasa (una enzima de 
la glucólisis, Cap. 2) de las levaduras, El rasgo sobre- 
saliente es, sin embargo, que entre el promotor y el 
gen (cadena B - péptido C acortado ■ cadena A) se 
incorpora una secuenda sefiaL El péptido serial 
expulsa la miniproinsulina de la célula, donde el pép¬ 
tido senal se fragmenta con las proteasas de levadu¬ 
ra después de salin 

Por consiguiente, se cede ai medio una proinsulina 
correcta. El minipéptido C se separa como en la con- 
versión de insulina de cerdo a insulina humana: en 
un medio pobre en agua (orgânico) ia tripsina se 
separa en presencia de! éster terbutílico de treonina 
detrás de dos restos de lisina y alarga entonces, en 
la reacción inversa, la cadena B con un resto de 
éster de treonina, Asf se conslgue, tras la hídrólisis 
enzimãtica, insulina humana activa, 

■ 3.24 Variantes artificiales 
de la insulina (muteína) 
mediante ingeniería genética 

En todos estos procedimientos se conslgue autên¬ 
tica insulina humana, pero ahora viene el siguien- 
te paso: jvariantes de insulina que no existen en la 
naturaleza! Esto sólo es posible con ingenierfa 
genética. 

Por un lado se demanda insulina rápida y eficaz, y 
por otro se pide que sea eficaz durante 24 horas. 

Si Ia insulina se inyecta bajo la piei (subcutânea), en 
breve se producen altas concentradones de insuli¬ 
na tanto en la disolución inyectada como bajo la 
piei, A altas concentradones la molécula de insuli¬ 
na se une en hexárneros, es dedr, seis moléculas de 
insulina se colocan juntas. Tras la ínyeccíón bajo la 
piei, la insulina primero debe disociarse en dímeros 
y monómeros antes de poder ser reabsorbida y lle- 
gar a sus células díana. Asf pues, la insulina inyecta¬ 
da subcutânea aumenta en la sangre demasiado len¬ 
tamente y permanece demasiado tiempo elevada de 
manera no fisiológica. Esto plantea un problema 
para el diabético. 

Se busco intensamente elevar la disponibílidad rápi¬ 
da de la insulina: el intercâmbio recíproco de proli- 
na y lisina en la posición 28 y 29 condujo, en 1 996, 
al producto Humalof\ la denominada insulina lis- 
pro [Fig, 3,52). El nombre deriva de “lisína-proli- 
na”. Si, por el contrario, se intercambia sólo lisina 
por aspartato, se obtiene insulina aspará. 

Ambas variantes son rápidamente efectivas. Se 
consiguen concentraciones de insulina en plasma a 


los 60-90 minutos, La caída de la concentración es 
más abrupta. Corresponde más a la insulina natu¬ 
ral. El paciente, pues, ya no debe planificar sus 
comidas con anteladón y puede abstenerse entre 
comidas, 

Se trabaja también intensamente en las insulinas de 
efkacia retardada. La insulina glargina (HOE 901, 
Lantm F) es un análogo de la insulina, humana pro- 
ducido por ingenierfa genética. Utiliza exactamen- 
te la poca solubilidad det hexámero de insulina, que 
evita una insulina “rápida”. 

La cadena B se alarga en dos argininas en el extre¬ 
mo C-terminal y la asparagina de la posición 21 de 
la cadena A se reemplaza por glicina (de ahf “gT en 
el nombre). Con ello la insulina glargina es dificil¬ 
mente soluble en condiciones fisiológicas (pH 7,4). 
Tras ia inyecdón de una disolución clara, la Insuli¬ 
na forma un asodado hexámero estable, que dísuel- 
ve lentamente y libera la insulina durante 24 horas. 
Así es posible una variante one-shot, es decir, que 
se puede inyectar directamente, 

En todos los casos mencionados se sustituyeron los 
aminoácidos de forma seiectiva por ingeniería gené¬ 
tica, y se produce insulina con Escherichia coli Éste 
es un ejemplo práctico de una ingeniería proteica 
exitosa. 

Desde el 15 de marzo de 2005 no se admite en Àle- 
mania ningún preparado de insulina de animales, 

■ 3.25 Los genes manipulados 
de células de mamífero producen 
proteínas complejas modificadas 

Después de la euforia inicial con la insulina huma¬ 
na de bactérias, el ingeniero genético esperaba 
una amarga decepción que se veia venir: jno todas 
las proteínas se pueden producir mediante micró¬ 
bios manipulados! La insulina fue un golpe de 
suerte: una pequena molécula y formada sólo por 
aminoácidos, 

La secuencia de aminoácidos no es la única caracte¬ 
rística importante de una proteína: las proteínas ani¬ 
males y humanas construídas de forma complicada, 
que además de su parte proteica requieren modífi- 
caciones (restos de azúcar, grupos fosfato 0 nucleo- 
tídicos) para su eficacia, no pueden producirse de 
bactérias procariotas, 0 bien son inaetivas. Una salí- 
da la ofrecieron primero las levaduras eucariotas, 
cuyas células están altamente organizadas en 
estructura y metabolismo. Las levaduras tuvieron 
êxito en la producción de proinsulina, de himdina 
(Cap, 9) y de las vacunas contra Ia hepatitis B 
(Cap, 5), totalmente a! contrario que E. coli 
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Síe embargo, también las Èevaduras careceo de las 
enzimas y !os cofactores para las modificaeiones de 
las proteínas y las estructuras en los orgánulos celu¬ 
lares, en los cuales se plíegan las proteínas sintetiza¬ 
das de nuevo a su estructura espacial y pueden for¬ 
mar puentes disulfuro para estabilizarse. 

La única solución consistia en manipular con inge- 
niería genética las mismas células de mamíferos 
(Fíg, 3*53] y cultivarias en los biorreactores en gran¬ 
des eantidades. Lo que parecia casi no tener espe- 
ranzas al principio, hoy ya se domina técnícamente 
bien. 

Las manipulaciones genéticas en células de mamí¬ 
fero requieren un gasto mucho más alto en compa^ 
ración con las manipulaciones con bactérias, pues 
en ellas ei DNA está organizado de modo más com- 
plejo: empaquetado en cromosomasy encerrado en 
un núcleo celular. El gen exógeno no debe incorpo- 
rarse sólo en el núcleo celular (transfecdón), sino 
utilizarse en la célula para su expresión. 

Primero se aísla el gen dei mamífero deseado y se 
clona (duplica) en bactérias o con la ayuda de la 
reacclón en cadena de Ia polimerasa (PCR) 
(Cap. 10), para tener suficiente cantídad para trans¬ 
ferir. Para la transferencia a las células de mamíferos 
se requiere un sistema vector, un medio de trans^ 
porte (véase Cuadro 3.2). 

Los más utilizados son los plásmidos bacterianos, 
que deben llevar de manera más conveniente y 
sabia un gen de resistência a antibióticos para selec- 
cíonar células bacteríanas transformadas, en cuyo 
plásmido primero proliferan y se optimízan. El plás- 
mido debe poseer un gen de resistência contra un 
antibiótico tóxico para las células animales, o tam- 
blért un gen de una enzima, que compensa un 
defecto dei metabolismo de las células de mamífero 
utilizadas. En ambos casos, en los médios selectivos 
sobrevíven sôlo las células que contienen el plásmi¬ 
do deseado. 

Con las ya conocidas “enzimas tíjeras y pegamen- 
tü” f endomideasas de restriccíón y DNA ligasas, se 
incorpora mediante ingeniería genética el gen 
humano en el plásmido. Es importante, para la pos¬ 
terior expresión en células de mamíferos, ia cons- 
tmcdón al mísmo tiempo de un promotor animal 
directamente antes dei gen. 

EI plásmido híbrido así originado se mezcla con bac¬ 
térias, y todas las células que lo han tomado se reco- 
nocen fáci Imente por su resistência a un determina¬ 
do antibiótico. Solo ellas crecen en una colonia de 
células dei mismo tipo, un clon. Cada célula de esta 
colonia contiene, pues, una copia dei mismo piás- 
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Fif-3-53 EVlanípuladón genéti¬ 
ca de las células de mamíferas. 

Primero se aísla et gen exógeno, 
clonado en células de bactérias 
(o duplicado por PCR), y luego, 
con endonudeasas de 
restrkrión y ligasas. se llega a 
un sistema vector {representado 
aqoí: plásmidos bacterianos que 
contienen un gen de resistência 
a determinados antibióticos). 
Con ello el gen exógeno se pue- 
de interpretar fexpresar) en las 
células de mamíferos; al mismo 
tiempo, un promotor animal 
(la secuenda de reconocimlento 
para la unión de la RNA polime¬ 
rasa) se debe snstatar directa¬ 
mente antes dei gen exógeno. 

El plásmido recombinante se 
incorpora en bactérias. Las 
células que han introducido 
con êxito el plásmido son resis¬ 


tentes a determinados antibió¬ 
ticos y así se pueden seleccio- 
nar. EE plásmido con et gen exó¬ 
geno se dona en las bactérias 
y finatmente se aísla. Se inte¬ 
gra entonces para obtenerse 
en grandes eantidades. 

La mcorporación en las células 
de mamíferos (transfeedón) 
tlene lugar mediante microin- 
yecciõn directa en el núcleo 
celular o por predpÊtarión 
dei plásmido y recepdón direc¬ 
ta en la cêtula. Una pequena 
parte dei DNA introducido se 
estabiliza integrado en Ea ínfor- 
madón genética de las células 
de mamífero y se transforma en 
proteína exógena. Se cultivan 
tipos celulares de mamíferos 
que preferentemente líberan 
Ea proteína exógena al medio 
para una puríficaciõn simple. 
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Fíg. 3,54 Cultivo de células 
de mamíferos con médios 
especiales. 



Ffg. 3.55 Las células de 
mamíferos crecen sobre 
soportes en forma de esfera. 



Fig. 3.36 Siorreactor para cul¬ 
tivos de células de mamíferos. 



Fig. 3*57 En este reactor 
de cultivo de células de 
mamíferos las fibras huecas 
ãbastetert de alimento a las 
células. 


Posibles modifkaciones de 

una proteína tras su síntesis 

en células eucariotas 

* Grupos d rsulfuro entre 
restos de dsteína 

■ Captura de açucares 
(glicosflacíôn) 

* Bloq ueo de l extrem 0 N 

* Farnesílacíõn 0 miristini- 
lación para asociar las 
proteínas con la mem¬ 
brana 

* Hidró Li si s es p ec i a les (fra g- 
mentación proteolítica) 


mido. El plásmido se duplica con ellas, clonado. Los 
plásmidos se extraen luego fácílmente de Ias células 
bacterianas. 

La transfección, la incorporación dei plásmido 
híbrido en las células de mamífero, se efectúa 
mediante diferentes métodos: 

La microinyección dei veetor se realiza bajo el 
microscopío con una aguja de inyección muy fina, 
cuya punta se conduce hasta el núcleo celular. El 
plásmido se integra, en caso de êxito, en el DNA 
cromosómico de Ia célula de mamífero. 

En la predpitadón con fosfato de caldo se colo¬ 
ca el plásmido en un tampón fosfato. Se introducen 
entonces iones de caldo, de manem que el fosfato 
de caldo Insoluble precipita y se incluye en medio 
dei plásmido, Este agregado se obtiene en el preci¬ 
pitado como granulado. Los iones de cálcio aceleran 
al mismo tiempo ia adquisición de los grânulos de 
DNA mediante la membrana celular en las células 
de mamífero. Una pequena parte dei DNA tomado 
se transporta a ias células y se integra estable en el 
DNA cromosómico. 

En la electroporadón, las células de mamífero se 
exponen a impulsos eléctricos. Se originan en tiem- 
pos cortos grandes poros en las membranas celula¬ 
res, a través de los cuales se pueden incorporar los 
plásmidos. 

Después de la transfección se cultivan las células de 
mamífero tratadas sobre un medio de selección pro- 
pío [Fig. 3,54), Comoya se describió en la donación 
de genes en £ coli f en la selección sobrevíven sólo 
las células manipuladas genéticamente. Son capa- 
ces de sobrevlvir, por ejemplo, gracías a un gen de 
resistência situado en el plásmido resistente a anti¬ 
bióticos tóxicos contra las células animales, o gra¬ 
das al gen de una enzima que compensa un defec- 
to metabólico de las células de mamífero utilizadas. 

Los productos deseados se obtienen de diferentes 
formas. Si los productos permanecen en la célula, 
éstas se cultivan y luego se abren, y su producto se 
aísla y purifica (Fig, 3.49). Si por el contrario los pro- 
duetos se liberan (segregan) de las células [por ejem- 
plo anticuerpos), se pueden obtener dei medio bom¬ 
beando, mientras que las células permanecen en el 
reactor. 

Las células manipuladas forman colonías. En los 
médios de nutrición apropiados crecen y producen 
la proteína deseada en grandes cantidades. 

Para su crecimlento en estado natural muchas célu¬ 
las de mamíferos necesitan superfícies sólidas, de 
cristal 0 plástico, sobre las cuales forman capas de 


células regulares (Fíg. 3.55). Las principales células 
de mamífero crecen hoy en día, sin embargo, como 
células individuales en médios de cultivo líquidos 
en biorreactores. 

Las células de mamífero se encíerran tambíén en 
geles: las células de hibrídoma que forman anticuer¬ 
pos (véase Gap. 5) crecen en cápsulas de alginato y 
separan los anticuerpos a través de las membranas 
de la cápsula hacía el medio. 

Los primeros productos de la ingeniería genética, 
una nueva etapa en el desarrollo de la biotecnolo¬ 
gia, fueron productos farmacêuticos producidos a 
partir de células manipuladas. 

Ya en 1940 tuvo lugar, con la producción de ia peni¬ 
cilina, un acontecimiento biotecnológico. 
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Bibliografia utilizada y aplicada 

* El libro crucial para proseguir, compiementario al actual, "Bíotechnologie 
für Einsteiger”: 

Brown TA (2002) Gentechnologie für Einsteiger. 3* Aufl. 

Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin. 

* Aunque tiene unos cuantos anos, aún es ta mejor introducción a la 
investigación en DNA: 

Watson J D, Gilman M, Witkowski J, Zoller M (1993) Rekombinierte DNA. 

2* Aufl. Spektrum Akademischer Verlag, Heídelberg. 

* Historia de la investigación dei DNA: 

Judson HF (1980) Der 8. Tag der Schõpfung: Sternstunden der neuen 
Biologie. Meyster, Wien und München. 

* La dâsita autobiografia de Jím Watson: 

Watson JD (1969) Die Doppel-Helix, Rowohit-Verlag, Hamburg* 

* Et amplio y rico en ilustraclones compendio sobre ingeníería genética y bio¬ 
tecnologia, que ahora es el trabajo estándar para farmacêuticos en atemán: 
Dingermann I (1999) Gentechnlk Biotechnik. Wissenschaftliche 
Verlagsgesellschaft, Stuttgart. 

* Una buena introducción americana, principatmente de ingeníería genética, 
con ejemplos de trabajos de biotecnologia en Estados Unidos: 

Thiemann Wj, Palladino MA (2004) Introduction to Biotechnology. 
Pearson/Benjamin Cummíngs, San Francisco. 

* Bioquímica pura y muy bien ilustrada, “el Stryer”: 

Berg JM, Tymoczko JL, Stryer L (2007) Bioquímica 6 ed. 

Editorial Reverté, Barcelona. 

* A pesar de ser un libro antiguo, está lleno de conocimEentos nuevos: 

Berg P, Singer M (1993) Die Sprache der Gene* Spektrum Akademischer 
Verlag, Heidelberg, Berlin, Oxford. 

* Libro de microbiología moderno, muy bien ilustrado: 

McKane L t Kandel J (1996) Microbiology, essentiaís and applícations. 

2 nú eá. McGraw-Hilt Inc., New York. 

Enlaces de Web 

* Historia de ía investigación dei DNA y animaciones estupendas que necesa- 
riamente sedebenver: 

www. dnaftb.org/dnaftb 

* El Prof. Hans Traxel (Berna) explica en alemán ias bases de la biologia 
molecular: 

http:/fntbiouser.unibe.chftrachsel/teachÍng/Gentechnotogief 5 tarthtmí 

* Fantástica animadón de DNA y cromosomas: 

www. wehi. ed u. a u/educati 0 n/wehi- tvfdn a/wrapp ing. h tm I 

* Contribuciones de David Goodsell al banco de datos de proteínas en el 
original: 

www.scripps.edu/mb/QOõdseUf 

* El modelo de la insulina en imagen tridimensional, gira libremente: 
http://brodeimed.utoronto.cQfmolecule/ 

* El artículo etãsico de Wilkíns, Franklin, Avery, Watson y Crick en versión 
original: 

www. n a ture. co m fnature/dnas o/archh ve. h tm l 


Ocho preguntas 
de autoevaluaciõn 

1. ÍEn qué se diferencia el DNA 
dei RNA? Cite al menos tres 
diferencias. 

2 , La secuencia de una hebra de 
DNA es: 

5-AATTCGTCGGTCAGCC”3' 
dCuál es la secuencia comple¬ 
mentaria? 

3 . 3 Ha descubíerto usted una nueva 
cepa bacteríana! Su DNA consta 
de un 17% de adenina. iCuál es 
la proporcíón de guanma en el 
genomade la bactéria? 

4 , Un RNAm de eucariota tiene 
la siguiente secuencia: 

5 '-AUGCCCCGAACGU CAAAG UGA~3’ 
iCuántos codones contiene y 
cuãntos aminoãcidos codifica? 
(Normalmente los RNAm son mãs 
largos. Recordar: no solo hay 
codones codificadores para 
proteínas,} 

5 . £Qué tipo de proteína se obten- 
dría si se cortara directamente 
DNA dei genoma humano con 
endonudeasas de restriccíón, 
se incorporara en plãsmidos 

y se llevara a la expresión? 
íCómo se pueden evitar estos 
resultados? 

6, iQué hace que los plãsmidos 
bacterianos sean vectores ídeales 
para DNA exógeno? Cite al menos 
otro vector sobre Ea base de un 
virus. 

7 * dPor qué las sondas de DNA 
deben ser siempre moléculas 
de una única cadena? 

8. IPor qué en la insulina humana 
las cadenas A y B se expresaron 
primero separadas en experimen¬ 
tos con E CõlR 
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Fig. 4.1 El cofun dador de la 
biologia teórica, Ludwig von 
Bertalanffy (1901-1372) , 
provoco en parte drásticas 
consecuencias práctitas 
con su teoría. 



Fig. 4 2 La hemoglobina 
(con oxigeno unido a! com- 
plejo porfirira-hierro, dei 
grupo hemo) fue la primera 
proteína que mostró efectos 
alostéricos: launlôn de 
oxigeno cambia la forma de 
la molécula. Se unen enton- 
ces más facilmente otros oxí- 
genos. 



Fig. 4.3 peques Wlonod 
(1910-1976), ganador dei 
prêmio Nobél y dírector dei 
Instituto Pasleur desde 1971 
hasta su muerte en 1976. 
Monod escribió un tratado 
filosófico muy discutido: 
^Casuaíidad y necesidad”. 


Fig. 4.4 La red metabólica de 
la célula: desde los azúcares 
complejos (en azul, arriba a 
la izquierda) se origina por 
efemplo glutosa, que se con- 
vierte en la glucólisis (véase 
Cap. 1) (en azul, vertical en el 
centro) y avanza al delo de 
Krebs (azul, abajo en el cen¬ 
tro). Se forman los aminoáci- 
dos en las ramifica clones. 


■ 4.1 El problema de la vlsión general 

Cada célula es un sistema abierto al medio 
ambiente. De ellas fluye sin cesar matéria, que se 
transforma extraordinariamente rápido, pero nun¬ 
ca alcanza un equilibrío estacionário, La célula se 
encuentra en un equilibrio de flujos (steady 
State), El cofundador de la biologfa teórica, 
Ludwig von Bertalanffy (1901-1972) (Fig. 4.1), 
lo expresó así: "Si, por ejemplo, usted tiene un 
perro, puede creer que dentro de cinco anos aún 
tendrá el mismo perro, que siempre viene corríen- 
do cuando lo llama por su nombre; pero en reali- 
dad dei actual perro apenas quedará algo de él en 
cuanto a sus componentes materiales, Después de 
cinco anos, su perro tendrá poco más que una 
molécula y muy pocas células de su vida anterior. 
Los resultados de esta renovación constante de la 
vida pueden cambiar por sí mismos a sus conoci- 
dos humanos, y a su mujer". 

Un indivíduo de 70 kg de peso toma, por ejemplo, 
en un dia, aproximadamente 50 a 100 g de proteí¬ 
na, 300 g de hidra tos de carbono y 40 a 90 g de lípi¬ 
des, junto con agua, vitaminas, minerales y unos 
500 litros de oxigeno. En su cuerpo se generan y 
degradan al mismo tiempo alrededor de 70 kg de la 
“moneda de intercâmbio de energia", Ia adenosina 
trifosfato (ATP), y 2 kg de ácido cítrico (véase más 
adelante en este capítulo), finalmente se libera ener¬ 
gia y produetos de resíduos no utilizables. 

Sólo con un aporte constante de matéria se pue¬ 
de mantener ei equilibrio de flujos dei sistema 



celular. Para ello utilizamos uno a dos kilogramos 
de bactérias en el intestino, que nos ayudan en el 
metabolismo y producen en parte importantes 
vitaminas. 

En una única célula de un tamaoo medio de 
1/1000 a 1/100 mm se producen múl tiples reac- 
ciones dei metabolismo al mismo tiempo, unas 
tras otras 0 de manera simultânea. Están exacta- 
mente sintonizadas unas con otras. En reposo 0 
en actividad, hambre, crecimiento y reproduc- 
ción, calor 0 frio, el estado de orden dei metabo¬ 
lismo debe defenderse y adaptarse con flexibili- 
dad a las condiciones cambiantes. En todos los 
seres vivos existe, por lo tanto, una estrecha red 
de mecanismos de regulacíón y control, que se 
basan en diferentes princípios. En las células, las 
enzimas desempenan papeies decisivos en dicha 
red. Como parte de una fábrica, las principales 
enzimas de la ''fábrica celular" a menudo se orga- 
nizan en cadenas ramificadas 0 ciclos (Figs. 4.4 y 
4.6). En el caso más sencillo, las moléculas de 
enzima “cuelgan” libres en el plasma celular 
(citoplasma). 

En el plasma celular de una célula individual 
(Fig. 4.5] se encuentran entre 50 000 y 100 000 
moléculas de las enzimas más importantes de la 
degradación de la glucosa (glucólisis) (véase Gap. 1). 
Sus pequenos sustratos y produetos pueden cruzar 
relativamente rápido el citoplasma en el camino des¬ 
de una enzima a las otras. Sin embargo, las distan¬ 
cias mínimas para nuestros conceptos a menudo se 
convierten en el autêntico obstáculo para las reaccio- 
nes dei metabolismo. Los activadores o inhibldores 
de las enzimas y las enzimas de otras rutas dei meta¬ 
bolismo podrfan afectar ligeramente las reacciones. 

Las enzimas altamente organizadas evitan estas 
alteraciones y aumentan su efectividad uniéndose y 
formando complejos. Estas estrueturas, compuestas 
generalmente de muchas enzimas diferentes, se 
describen como sistemas multienzimáticos. 

El bioquímico alemán y ganador dei prêmio Nobel 
Feodor Lynen (1911-1979) investigo durante 
mucho tiempo el mecanismo de síntesis de los áci¬ 
dos grasos en ia célula. Descubrió que ias enzimas 
de la síntesis de los ácidos grasos se unen en un gran 
sistema multienzimático. En las levaduras, este 
complejo de ia sintasa dei ácido graso consta de sie- 
te enzimas diferentes, firmemente acopladas unas 
con otras, En estos sistemas multienzimáticos, las 
separaciones en el espacio son mínimas. El sustrato 
pasa de mano en mano, permanece en un ciclo 
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cerrado y abandona el sistema si está dlsponibie 
como productQ finai. Así se evitan los efectos de 
difusióm 

Los primeros microscopios electrónicos mostraron 
que una célula de un ser vivo superior (célula euca- 
riota) no es un saco muy grande donde todos los 
componentes están moviéndose en confusión. Más 
bien recorren una red de canales y membranas. La 
Figura 4.8 muestra cómo es el “relleno" de una 
célula (aqui una célula eucariota). 

La célula eucariota es como una fábrica separada 
en diferentes espacios de función o comparti¬ 
mentos. Las paredes, tuberías y cabíes están for¬ 
madas de membranas (Fig. 4.5), que también 
separan los departamentos especiales: ei “centro 
de control” en el núcleo celular, la “fuerza motriz" 
en las mitocondrlas, los ribosomas donde se produ- 
ce proteína... Así como en una fábrica las máqui¬ 
nas y los especialistas se encuentran sólo en deter¬ 
minadas zonas de trabajo, en la célula ias distintas 
enzimas están separadas en departamentos com¬ 
pletam ente distintos. Aqui y allá tienen lugar pro- 
cesos incompaübles, fuertemente separados unos 
de otros, en diferentes espacios. Los ácidos grasos, 
por ejemplo, se forman en el plasma celular, y en 
cambio -separados por membranas- se degradan 
en las mitocondrlas. 

Adernas, Ias membranas no sólo son barreras para 
las enzimas, sino que además permiten acumular 
sustratos en determinados lugares en cantidades 
mayores, acoplar reacciones enzimáticas, orde¬ 
narias y organizarias en el espado. Cada vez 
cobran más fuerza las observaciones de que 
muchas enzimas, por no decir todas las principa- 
les de la célula, no están libres sino que están dís- 
ponibles unidas a diferentes estructuras. Una par¬ 
te significativa de tas enzimas “nada” en los lípi¬ 
des de las membranas. 

La célula tiene dos posibilidades principales para 
regular el metabolismo con la ayuda de las enzimas. 

La adaptadón táctica empieza con las enzimas ya 
existentes. Se activa o inhibe (inhíbieión) mediante 
câmbios químicos y físicos. Todos estos procesos tie¬ 
nen en común que reaccíonan muy rápido y en con¬ 
diciones cambiantes a corto plazo, a menudo en 
fraccíones de segundo. 

Por el contrario, Ia adaptadón estratégica tiene 
lugar como respuesta a las condiciones devida gene¬ 
ralmente cambiantes, y se produce mediante el 
“aparato genético". 



Célula procariota 


DMA de pfàsmido 


Ácido nudeic 
de un vírus 


Pared celular 


D NA principal 


Citoplasma 


Mitocondrlas 


Cloroplastos 


Aparato de Golgi 


Núcleo celular 
con nucíéolo 


Retículo endoplasmâtltd 
con ribosomas - 


Pared 

celular vegetal 


Membrana ceTuST" 


Célula eucariota 



Fi g. 4.5 Las cé l u la s e uca ri o - 
tas (abajo* combinadas célu¬ 
las de plantas y anímales), 
las células procariotas 
(arriba a la izquíerda) y bs 
virus (aquí un bactenófago). 


Fig. 4,6 Una fascinante 
impresión conjunta; el plano 
de la ciudad de una célula. 
Tomado de un conocido 
mapa metabólico {Me taba tk 
pathway) de Gerhard Michal 
(Boehringer-Mannbeim. aho- 
ra ftoche) que muestra todas 
las enzimas, sustratos, 
cofactores, interconexiones 
y retroacoplamientos conoci- 
dos. 
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Ffg. 4.7 Inducciõn de iq enci¬ 
ma degradadora de laetosa 
en urta célula de bactéria 
mediante lactosa (0 el autên¬ 
tico mductor a lolactosa) 
(derecha)* El represar lac 
se une a la región operador 
dei DNA (abafo). 


Fig. 4,8 Abajo: corte panorâ¬ 
mico de una célula eucario- 
ta. Izquierda: Vision general 
dei corte, 

Derecha: el panorama 
empiezaa la izq ui&rda en 
ia superfície de la célula y 
transe urre a través de una 
parte dei citoplasma. En ei 
retículo endoplasmãtico se 
muestran los ribosomas en 
la síntesis de proteínas. Lue- 
go sigue el aparato de Golgi 
y una vesícula. En el centro 
se ve una mitocondria. A la 
derecha et núcleo celular. Se 
muestran todas las macro- 
moléculas: las proteínas en 
azul, el DNA y et RN A en rojo 
y naranja, los lípídos en ama- 
rílto. los hidratos de carbono 
(azúcar) en verde, Los ríbo- 
somas com pu es tos por RN A 
y proteínas se destacan en 
magenta-rojo. En las células 
reales se rellenan los es pa¬ 
dos entre las macro molécu¬ 
las con pequenas moléculas, 
íonesy agua. 
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EMnterruptorestá libre: 
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Síntesis de enzimas 




RNAm 


Rlbosoma 


Permeasa 


Transferas a 


■ 4*2 Adaptación tãctica: 
regulaciôn por retroacoplamiento 

“[Eurekal He descubíerto el segundo secreto de la 
vida..grito el profesor Jacques Monod (1910- 
1976) (Fig. 4.3) con entusiasmo tras dos décadas 
de trabajo de investigaciún en el parisino Instituto 
Pastem. Desde mediados de los anos 1950, diferen¬ 
tes grupos de investigación estudiaron ei principio 
de Ia reguladón metabólica en los “animales 
domésticos” dei bioquímico: la bactéria intestinal 
Escherichíâ coli 

Les interesaban especialmente las cadenas con 
enzimas unidas unas tras otras, que hacen que el 
sustrato de partida se convier ta, pasando por 
varias etapas, en los produetos frnales. Fue sor- 
prendente el contrai exacto de las cadenas enzí- 
máticas: jsi se anaden los produetos finales sinte¬ 
tizados, se para enseguida su síntesis! Por ei con¬ 
trario, el produeto final no paraba la cadena de 
reacción si se calentaba con cuidado la prímera 
enzima de la cadena. Seguia mostrando actividad, 
pero indudablemente se destruía ei lugar de para¬ 


da de la enzima. ;Cómo podia, sin embargo, el 
produeto final de la cadena parar Ia primera enzi¬ 
ma? Se propuso que podia haber una competên¬ 
cia por la enzima entre el sustrato y el produeto 
final, porque no había ninguna similítud entre 
ambos. 

Monod dedujo, tras otros experimentos, que el 
“interruptor* debía ser otro lugar de unión espacial 
(estético) separado dei centro activo. El efecto con¬ 
junto se bautizó como alosterismo (dei griego 
ãllos. otro, diferente). 

Este segundo centro alostêrico influenciada de algu- 
na manera al centro activo. Justo en esa época se 
conoció el experimento dei anállsis estructural por 
rayos X de la hemoglobina realizado por John 
Kendrew (naeldo en 1917, prêmio Nobel en 1962 
junto con Max Perutz). En un principio no parecie- 
ran estar muy interesados en la solución dei proble¬ 
ma dei alosterismo, pero demostraron que la mísma 
molécula de hemoglobina cambiaba de forma si en 
una de sus cuatro subunidades se unia una molécu¬ 
la de oxigeno (Fig. 4.2). 
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;Ésa era la solución! Ei plegâmíentQ final para una 
enzima alostérica se demostró ofldalmente: la 
unión de un inhibidor en el centro alostérico modi¬ 
fico la estructura espacial completa de la enzima, y 
con ello la forma dei centro activo, de modo que no 
se podia convertir más el sustrato. En cambio, los 
activadores debían, tras la unión al centro alostéri¬ 
co de la enzima, mover $u centro activo a la estruc¬ 
tura espacial óptima. 

En realidad , todas las enzimas alostéricas están 
formadas por varias subunidades* Cada una de 
ellas ocupa principalmente un centro activo y uno 
o más centros alostéricos. Las subunidades están, 
por lo tanto, tan estrechametxte unidas entre sf 
que la unión de una única molécula inhibídora 
alostérica no solo modifica la estructura espacial 
y la actívídad de la subunidad unida, sino que al 
mísmo tiempo tambíén inhibe las otras subunida¬ 
des. Esta cooperatividad de las subunidades 
potência la acción reguladora de los inhibidores (o 
activadores). 

Las enzimas reguladoras alostéricas pueden 
controlar mediante senales muy débiles (ínhibi- 
dores o activadores) y causar una fuerte acción en 
la célula. Por eso están colocadas en las posicio¬ 
nes clave dei metabolismo. A menudo basta una 
única “enzima controladora” alostérica {paçe 
maker euzyme) al inicio de una ruta metabólica 
para regular la veloddad de la ruta entera* Un 
ejemplo biotecnológieo importante es la síntesis 
de glutamina en bactérias (Sección 4,4). Si el pro- 
ducto final en una cadena metabólica se acumu¬ 
la en gran cantidad, se produce un efecto de 
retroacoplamiento negativo [negatíve feed- 
back 

El producto final actúa a distancia, se une alostéri- 
camente a la enzima controladora de la cadena, lo 
inhibe y detlene asf el flujo conjunto, Los productos 
intermédios y el producto final dejan de produclrse, 
El sustrato de partida puede utilizarse para otros 
fines, hasta la degradación dei exceso mediante 
transporte de salida o la utilización dei producto 
final. 

No sóio las enzimas sino también otras proteínas 
pueden regularse según el principio dei alosteris- 


mo. Como describió Monod, pueden “interacdo- 
nar entre los enlaces sin afectar por otro lado la afi- 
nidad química (íuerza de unión], y con ello regu¬ 
lar el flujo de matéria y de energia a través dei sis¬ 
tema conjunto, mientras necesitan muy poca ener¬ 
gia por si mismas". Monod y Jacob compartieron 
el premío Nobel de medicina en el ano 1965 con 
André Lwoff 

Veremos cómo el represor lac y la síntesis de gluta¬ 
mina se reguian alostéricamente. 

■ 4,3 Adaptación estratégica: 
producciõn de enzimas a demanda 

Todas las células de un organismo llevan en su 
núcleo, encerrada en el DNA, la misma composi- 
ción completa de información genética. Una célula 
nerviosa o intestinal altamente especializada no 
necesita, sin embargo, el programa genético con¬ 
junto* Al contrario, la unión de acetilcotina esterasa 
mediante una célula intestinal no tendrla sentido y 
hasta podría ser mortal la formación de enzimas de 
la digestión en una célula nerviosa. Una parte de la 
información almacenada es, por lo tanto, sofocada 
y bloqueada según el tipo celular en diferente medi¬ 
da* Sin embargo, debe haber también mecanismos 
de control y de información que decidan qué infor¬ 
mación debe liberarse para ser leída en el momen¬ 
to justo y en el lugar adecuado. 

jacques Monod y su colega François jacob (naci- 
do en 1920 ) se dedicaron a esta cuestión desde prín- 
cipios de los anos 1950. Colocaron bactérias que 
estaban en un medio con glucosa, su alimento pre¬ 
ferido, en otro que sólo contenfa azúcar de Ia leche 
(iactosa)* Repentinamente se paró su credmfento. 
No pudieron utilizar lactosa, pues sus células no 
poseen suficiente enzima para ello. Tras casi 20 
minutos de reposo empezó un crecimiento tempes¬ 
tuoso* Entonces las bactérias habían conseguido, 
obviamente, utilizar ia lactosa mediante enzimas. 

El fenómeno se conocía desde Ia década de 1930 
como inducdón. Ya entonces se sospechó que 
hay dos categorias de enzimas en la célula: enzi¬ 
mas constitutivas y enzimas inducíbies. Las 
constitutivas son las enzimas más importantes dei 
metabolismo y pertenecen de manera ininterrum- 
pida y contínua a la célula, en su constltudón, y se 
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Fig.4.9 Procesosen la induc- 
ción de lac (arriba). La estrut- 
tura molecular de tres enzi¬ 
mas degradadoras de lactosa 
(abafo). La p-galactosidasa 
cataliza la degradación de tac- 
tosa a los azúcares sendUòs 
glucosa yga lactosa. La galac* 
tósido-acetíl transferasa es 
una segunda enzima. La lacto¬ 
sa permeasa es una proteína 
en la membrana de la bacté¬ 
ria, que transporta lactosa al 
interior d ela célula. 
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Cuadro 4.1 Historia de la 
biotecnologia: Aspergillus niger - 
E 1 final de un monopolio italiano 



La producción comercial de ácido cítrico 
empezó en 1826 con John y Edward Sturge 
en la zona dei Selby inglês. Como sustancia 
de partida se mó el zumo de limón de los 
cítricos italianos importados [limones y 
limas). De eiios se obtenía citrato cálcico, 
que se puede transformar fácilmente en 
ácido cítrico* 


ítalia conquistó muy rápido el monopolio de 
la producción, y los precios subieron* Guan¬ 
do, sin embargo, durante la Prímera Guerra 
Mundial, ítalia descuídó sus campos de cítri¬ 
cos, el ácido cítrico se encare dó enorme¬ 
mente. Otros países buscaron alternativas 
más favorables para su faMcacíón. 

En 1917, J.N, Currie piMcó en el Journal 
of Biological Chemistry un artículo que en 
unos pocos afios iba a terminai con el mono¬ 
polio italiano. Hablaba de una actividad 
metabólica especial dei hongo Aspergillus 
rtíger. Cume descubrió que Aspergillus 
niger pvoánce mucbo más ácido cítrico que 
otros hongos, y estudió por qué el rendi- 
mlento era superior. 

La compahía Pfizer Inc,, en Nueva York, aco- 
metió en 1923, con la ayuda de John Currie, 
la primera producción al por mayor de ácido 
cítrico, y síguieron otras instalaciones en Ale- 
mania, Checoslováquia, Gran Bretana 
y Bélgica. 

El cultivo de Aspergillus niger se realízaba 
en la superfície de un medio líquido. Gluco- 
sa, sacarosa y meiaza de azúcar de remoía- 
cha eranlos sustratos. 


Cíen afios tras la fundación de la companía 
en Inglaterra, John & E. Sturge (Citrlc) Ltd., 
con sede en York, comhinaron en 1930 el 
método de Currie con la producción quími¬ 
ca convencional de citrato de cálcio de 
zumo de limón. La compafiía pasó más tar¬ 
de a perteneeer a Boehringer íngelheim o 
Haarmann & Relmer. Tras la Segunda Gue¬ 
rra Mundial se desarrolló un proceso con 
cultivo sumergldo, que se podia controlar 
mejoL 

En los anos 1960 y 1970 se intentó -debído 
a los bajos precios dei aceite- sintetizar ácido 
cítrico con la ayuda de levaduras [cepas de 
Candida) a partir de fracdones de petróleo. 
La idea, junto con otra para la producción de 
una proteína individual, se rechazó por razo- 
nes poco económicas {véase tambíén Gap* ó, 
Single Cell Proteiny. 

Hoy se siguen utilizando, junto con Aspergi 
Uus niger, también otras levaduras. 

Aun con la mejor vduntad, actualmente no 
se pueden obtener 800 000 toneladas de 
ácido cítrico de las frutas cítricas* 

[Para ello se deberian plantar timoneros en 
toda ítaliat 



Fíg. 4.10 El citocromo P-450 
(.aquí de ia bactéria que utili¬ 
za aicanfor Pseudomonas 
putido), La matéria exógena 
se desintoxica mediante 
aporte de oxigeno. Algunos 
sustratos* como el benzopíre- 
no v la afia toxina, $ín embar¬ 
go, "intoxican". El epoxido 
que se muestra aquí (flecha) 
de la aflatoxína (centro) se 
une a! ONA (abajo) y produce 
mutacionesyclncer. 


forman en cantidad constante. Las enzimas indu- 
cibles se producen sólo en caso de necesidad y su 
aparición (inducción] se debe a determinadas sus- 
tancias* Slrven para adaptarse a condiciones 
ambientales cambiantes, Su concentración en la 
célula fluctúa mucho* 

Con la lactosa se indujo, en los experimentos 
comentados, la formación de tres enzimas 
degradadoras de lactosa, Primero se descu¬ 
brió, en experimentos ingeniosos, que los genes 
para las tres enzimas se encuentran uno junto a 
otro en el DNA. Para formar las tres enzimas 
degradadoras debe haber también tres genes 
implicados, 

áCómo puede, sin embargo, una senciila sustan¬ 
cia como la lactosa “eneender" el complicado apa¬ 
rato genético de las células bacterianas? En este 
ponto se cmzaron de pronto Ia clara idea de 
Monod dei alosterismo con el enigma sin resolver 
de la inducción. La solucíón era fácil y genial: el 
inductor se debía asodar con una proteína alos- 
térica, que bloquea el gen para enzimas degrada¬ 
doras de lactosa, La proteína represora alostérica 
se distorsiona entonces espacialmente, se inacti- 
va y libera el DNA. La idea resultó ser satisfacto- 


ria, a pesar de que Jacob y Monod no pudieron 
demostrar experimentalmente ninguna proteína 
represora* En 1967, Walter Gilbert (véase Gap. 3) 
y Benno Müller-Hill lograron aislar esta proteí¬ 
na represora para las enzimas degradadoras de 
lactosa en forma pura* Cada célula cooüene sólo 
unas pocas moléculas de represar, Con ello se con- 
flrmó experimentalmente la hipótesis de Jacob y 
Monod, que dos anos antes habfan recibido el prê¬ 
mio NobeL 

Asf pues, la inducción mediante lactosa tiene lugar 
en las bactérias tal como se representa en las Figu¬ 
ras 4,7 y 4,9* 

El represor es un tetrámero de cuatro subunida- 
des idênticas (Fíg* 4*7). Se une fuertemente a una 
región específica dei DNA de la bactéria, el opera¬ 
dor, que está junto a esa región que codifica para 
tres enzimas que utilizan lactosa* Si la lactosa y los 
azúcares similares se unen a la proteína represora, 
el represor cambia su forma y entonces no se pue¬ 
de fijar más tiempo al DNA* Ahora la RNA polime- 
rasa puede recorrer longitudinalmente el DNA y 
transcribir el gen: se producen las tres enzimas. Si 
apenas se produce lactosa, las enzimas degradado¬ 
ras de lactosa no se utilizan más, el represor lac asu- 
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me de nuevo su forma de partida y bloquea el DNA 
otra vez. 

Cerca de los genes que codifican las enzimas 
degradadoras se encuentra, en una sección de 
DNA, el operador que sirve como interruptor para 
el gen, El operador se bloquea mediante cuarro 
subunidades de la proteína represora, que encaja 
exactamente en la sección dei DNA. El represor 
"dobla” formalmente el DNA y origina un lazo. 
Con ello la RNA polimerasa ya no puede iniciarse 
mecanísticamente, puesto que no pueden leerse 
los tres genes para las enzimas degradadoras de 
lactosa. 

Ahora aparece el inductor, en nuestro caso la lac¬ 
tosa. El inductor se une a la proteína represora aios- 
téríca activa y modifica su estructura espadai. El 
sustrato a degradar no debe ser el mismo inductor. 
El inductor “autêntico” es, aqui, la alolactosa, una 
modificadón que se forma al inicio de la inducción 
de la lactosa y que inactiva al represor. Ahora ya no 
encaja espacialmente con el operador y se repele 
-jpor lo tanto el interruptor está libre! Se deshace el 
lazo dei DNA. 

La RNA polimerasa ya puede ponerse en movimíen- 
to (Fig. 4.9). Transcribe la informadón de los tres 
genes en un fragmento largo de RNAm, que ense- 
guida es leído en los ríbosomas. Ahora se producen 
una tras otra las tres enzimas. Las enzimas acabadas 
de formar aceleran la captura y la utilización de lac¬ 
tosa, con lo cual entran a raudales más moléculas 
inductoras en la célula. En un tiempo relativamen¬ 
te más corto Ia célula bacteriana ha formado sufi¬ 
ciente enzima para poder alimentarse de lactosa. 

Si las bactérias en esta situación se colocan en un 
medio de glucosa pura, se desprende repentina- 
mente el inductor (o sea la lactosa o la alolactosa). 
La proteína represora inactivada por el inductor 
cambia de nuevo a su forma activa, se une al ope¬ 
rador y detiene el trabajo de la RNA polimerasa y la 
síntesís de las tres enzimas degradadoras de lacto¬ 
sa. Las enzimas de la utilización de lactosa aún 
existentes en la célula son entonces supérfluas y 
por lo tanto se degradan. Dicho brevemente: en la 
inducción, el inductor soiamente anula la inhibi- 
ciõn de la síntesís de enzimas. Se trata, pues, de un 
control negativo. 

Con la ayuda de este mecanismo, la célula puede 
imponer completamente su régjmen de aborro. 
Seria pues también poco económico si una bactéria 
produjese constantemente diferentes enzimas para 
todos los câmbios en la vida. 


Ütro mecanismo, la represión, impide que sencL 
llamente continue la producción, a pesar de que se 
eneuentren montahas enormes de producto acaba¬ 
do "frente a la puerta". 

En los seres vivos superiores, la inducción y la repre¬ 
sión se regulan de forma más complicada que en ias 
bactérias, transcurren más lentamente y de forma 
menos drástica. Además de los alimentos, pueden 
trabajar de modo inducido también las hormonas 
propias dei cuerpo y las matérias exógenas. Un 
ejemplo en los humanos es la inducción de las 
enzimas dei hígado mediante fármacos (sistema 
dei citocromo P-450, Fig. 4.10) y alcohol (alcohol y 
acetaldehído deshídrogenasa, Cap. 1), Como es 
sabido, la toma constante de somníferos produce la 
pérdida de sus efectos porque se induce el sistema 
dei citocromo P-450. Los somníferos se degradan 
a moléculas solubles en agua y se “descontamínan 7 ’. 
Si ahora, sin embargo, el P-450 inducido entra en 
contacto con sustancias como el benzo-ci-pireno 
(cigarríllos, carne asada a la parrüla), estos sustratos 
se convierten en epóxido cancerígeno y tiene lugar 
entonces una “intoxicadón”. Lo mismo ocurre con 
las aflatoxinas (Fig. 4.10]. Está claro que la intoxi- 
cacíón es mayor cuanto más fuerte sea la inducción 
dei P-450 (por ejemplo por un abuso de píldoras). 

El consumo constante de etanol induce, en cambio, 
la alcohol deshídrogenasa y la acetaldehído deshí¬ 
drogenasa dei hígado. Por un lado se tolera más 
alcohol, pero también se deben tener en consídera- 
clón los danos al hígado. 

■ 4.4 Un ordenador molecular 
alostérico: la glutamina sintetasa 

Nuestro cuerpo debe poder reacdonar frente a dife¬ 
rentes alimentos y tener preparadas las enzimas 
correspondientes, de igual manera que las bacté¬ 
rias. Sin embargo, a menudo éstas (a diferencia de 
nosotros) no tíenen elecdom deben tomar alimen¬ 
to allí donde se encuentran, tomando lo que haya y 
luego movllizando ias enzimas correspondientes. 

La glutamina sintetasa (GS) es una enzima clave 
en el control dei nitrógeno en la célula (Fig. 4.11). 
La glutamina es como amínoácido no sólo un com¬ 
ponente de las proteínas, sino que entrega también 
átomos de nitrógeno a enzimas que síntetizan las 
bases dei DNA y los aminoácidos. Por lo tanto, la GS 
debe ser cuidadosamente controlada: debe conec- 
tarse en caso de necesidad de nitrógeno, de modo 
que la célula no se muera de hambre, pero cuando 
hay suficiente nitrógeno debe desconectarse para 
evitar un “exceso de incorporadón”. 
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Fig- 4.11 La glutã mi na sinta- 
sa consta de doce sub unida¬ 
des. cada una de ellas con 
un centro activo, para produ- 
eir glutamina. El glulamato y 
el amoníaco se unen t y una 
molécula de ATP libera la 
energia. Todas tas subunida¬ 
des se comunícan entre sf: sí 
la eoncentracíân de los 
correspondientes sustratos 
aumenta, la activldad de las 
enzimas en conjunto se blo¬ 
quea más y más. ta célula 
puede. sin embargo, relajar- 
se en seguida digamos "apre- 
tando el botórT de la enzima 
conjunta, y entonces un gru¬ 
po timsína en el centro acti¬ 
vo se une a una molécula de 
AM P y con ello se bloquea 
completa mente su acción. 
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Fig, 4.12 La proteína aeiíva- 
dora de catabolitos { Catabo- 
litE Activotar Protein h CAP) 

" pesca" entre los genes y 
deja trabajar facilmente a la 
polimerasa. Sr se une AMPc 
(púrpura en laimagen supe¬ 
rior), La CAP modifica sucon- 
formadón de Forma insignifi¬ 
cante y se une perfectamen- 
te al correspondiente opera¬ 
dor dei DMA -e indudable- 
mente en vecmdad al gen de 
una encima de degradación, 
La CAP toma el DM A de modo 
“brutal" y gira alrededor de 
casi 90 grados (arriba). La 
CAP “bloquea” entonces la 
RMA poli me rasa cerca dei 
D NA y estimula La transcrip- 
dón dei gen cerca no. La 
RMA polimerasa (amarilLo) 
tlene una pequena subunf- 
dad que ínteracdona con la 
CAP y el D NA (casi como una 
cana de pescar). La imagen 
muestra cõmo se une la 
mitad de La subunidad de la 
polimerasa ai DMA (rojo) y a 
la CAP (azul)* Las dos mita- 
des de esta subunidad están 
conectadas por un brazo fle- 
xible. La R NA polimerasa 
“pesca" activa mente et gen 
deseado. 



Fig, 4.13 Ácido cítrico. 


la GS actúa como un ordenador molecular en el 
cual se registra el contenido de moléculas ricas en 
nitrógeno: aminoácidos como la glicina, la alanina, 
la histidína y el triptófano, y nudeótidos como el 
monofosfato de adenosina (AMP) y el trifosfato de 
dtidina (CTP). Guando hay demasiada cantidad de 
ellos, ia GS “lo nota” e ínterrumpe ligeramente la 
producdón, Pero si aumenta drasticamente el 
nível, los productos finales de la GS disminuyen 
cada vez más y más. La enzima se detíene si hay 
suficiente cantidad de todas estas sustancias. 

La glutamína sintetasa está sujeta, en conjunto, al 
denominado “retroacoplamiento aeumulativo”: 
los ocho productos finales pueden inhibir ta enzima. 
Cada mhibídor puede inhibir adicionalmente la 
actMdad enzímática, incluso si están unidos otros 
inhibídores ya en cantidad saturante. 

El aminoácido glutamina es una importante fuente 
de ahmentación en los cultivos celulares anjmales. 
Se incorpora a las bebidas deportivas porque sumi- 
nistra energia. Junto con la argínina, es apreciada 
por los culturístas, 

■ 4.5 Represiõn de catabolitos 
o cõmo se pesca una polimerasa 

A las bactérias les gusta lo dulce, particularmente la 
glucosa. La pueden digerir fácilmente y convertirla en 
energia química. Si la glucosa se encuentra en exceso, 
las bactérias suelen ignorar otras fuentes de carbono. 

Las bactérias utilízan una modifícación poco co- 
mún dei ATP para que la maquinaria celular sepa lo 
que toma exactamente: si ia cantidad de glucosa 
cae, se activa una enzima unida a la membrana 
como “sensor de glucosa”, la adenilato ciclasa. 
Ésta fragmenta dos restos de fosfato dei ÂTP y com¬ 
parte los extremos libres en una molécula peque¬ 
na, el AMP cíclico (AMPc)* El AMP cíclico se des- 
cribe como segundo mensajero. 

Las reacciones que suministran energia a la célula 
se denominan reacciones catabólícas 0 catabolis¬ 
mo, Las contrarias, las reacciones que utilízan ener¬ 
gia, se Uaman anabolismo, 

La proteína activadora de catabolitos ( Cataboli- 
te Actfvãtor Protein, CAP\ (Fig, 4,12) se activa 
mediante AMPc y estimula enzimas que degradan 
alimentos distintos de ia glucosa. Si se une al AMPc, 
la GAP cambia su configuración de manera insigni¬ 
ficante y se une perfectamente al operador de! DNA 
-en concreto cerca dei gen de una enzima degrada- 
dora. La figura muestra cómo la RNA polimerasa 
“pesca” activamente el gen deseado. 


En £ colí hay un gran número de CAP que se fijan 
a promotores para numerosas enzimas dei metabo- 
tísmo catabólico. Mientras E. coli crece en glucosa, 
Ia concentración de AMPc permanece pequena y 
casi no se producen las otras enzimas para la degra¬ 
dación de azúcar, [Sintetizarias seria un puro des- 
perdicíol Pero si falia la glucosa y con ella aparecen 
otros azúcares, fa célula cambia. 

La denominada represión de catabolitos es posi¬ 
tiva, por el contrario, para una inducción de lactosa 
negativa: el complejo de AMPc y GAP incrementa 
la lectura dei DNA mediante la polimerasa aproxi¬ 
madamente 50 veces. En el operóii !ac, la expresión 
genética de las enzimas de degradación y de trans¬ 
porte de lactosa es entonces la más potente, si la lac¬ 
tosa 0 Ia alolactosa han suprimido la inhibídón 
mediante el represor lac y al mlsmo tiempo la unión 
de la RNA polimerasa a! complejo CAP-AMPc. 

■ 4.6 íMohos en lugar de limones! 

Nada menos que Justus von Liebig (Gap. 1) fue 
quien determino en 1838 Ia estructura dei ácido 
cítrico, En 1893, el mícroblólogo C. Wehmer, en 
la Uníversidad de Hannover, observo que los mohos 
ceden citrato (estructura en Fig, 4,13) al medio 
durante su crecimiento, a partir de azúcar. 

La necesidad de ácido cítrico aumento tras la Prirne- 
ra Guerra Mundial, y la produccíón por microbios 
fue una autêntica alternativa al complejo aislamien- 
to a partir de frutas cítricas y al encarecimíento de la 
ímportación de fruta (Cuadro 4.1), La búsqueda 
intensiva de los mejores formadores de ácido cítri¬ 
co condujo finalmente al moho con esporangios 
negros en forma de regadera [Aspergülus niget), 
también denominado moho negro dei pan (Fig. 4.14 
yCap. 1, Fig. 1.9). 

Al princípio se observo que el contenido en próto¬ 
nes (H + ) 0 el grado de acidez (vaior de pH, el valor 
negativo dei logaritmo en base díez de la concentra¬ 
ción de protones) dei medio de alimentadón tiene 
una influencia decisiva sobre ia productMdad dei 
hongo, En médios muy ácidos es preferíble eliminar 
el ácido cítrico de Aspergillus niger. La disminudón 
de tones de hierro libres en la disolución de alímen- 
tacíón de 0,5 mg/L produjo un aumento de la pro- 
ducción posterior. Se asume que la enzima degrada- 
dora de ácido cítrico aconitasa se inhibe tanto por 
un pH bajo como por una deficiência de hierro. No 
se degrada con ello el ácido cítrico formado. Se sos- 
pecha también que, además, con un contenido dei 
medio bajo en protones se producen câmbios en ia 
estructura de la membrana de las células de los 
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mohos, y por Io tanto puede salir ligeramente ácido 
cítrico fuera de la célula, Un valor de pH bajo ínhi- 
be los gérmenes indeseados remanentes en la fer- 
mentación. 

Madiendo “sales alcalinas amarillas en sangre” 
(hexacianoferrato de potasio) a la disoludón de 
fermentadón se unen a los iones de hierro. Se for¬ 
ma el “azul de Berlín" poco soluble. Azul es tam- 
bién el color de los resíduos de las fábricas de áci¬ 
do cítrico. 

Los procedítn lentos industriales para obtener ácido 
cítrico acabaron, en los anos 1920, con la existên¬ 
cia de muchos campesinos italianos que vivían de 
sus campos de limoneros -un efecto social negativo 
de ia biotecnologia (Cuadro 4.1). 

Hoy se obtiene en las ínstaladones de biorreacto- 
res con agitación, o en torres de 100 a 500 m 3 de 
acero inoxidabie, el 85% de la matéria prima para 
producir ácido cítrico. Debe utillzarse acero inoxí- 
dable exento de corroslón, pues ia disoludón es 
fuertemente ácida. El ácido cítrico generado es qui¬ 
micamente idêntico al producto natural de las fru¬ 
tas cítricas. Se utiliza por su sabor afrutado en cara¬ 
melos, limonadas, mermeladas y otros alimentos. 
El ácido cítrico es también un posible sustituto 
de los polifosfatos en detergentes y lavavajillas 
[Fíg. 4.15), que afectan al medio ambiente, porque 
forman complejos con caldo y magnésio. Puesto 
que se une a los metales pesados, ei ácido cítrico 
también se utiliza en medicina de urgências para 
tratar intoxicaciones. 

En todo el mundo se generan cada ano unas 800 000 
toneladas de ácido cítrico casi exclusivamente de 
microbios, con un valor en el mercado de cerca de 
800 millones de dólares americanos. Las cepas de 
produedón de Aspergidas son, por cierto, el tesoro 
mejor protegido de la industria de la fermentadón. 

En otro lugar de este libro se habla detalladamente 
de las posibilidades de las células como fábricas sin¬ 
téticas y de la gran diversídad de sustancias, de su 
produedón y utilizadón (Gap. 1 y 2). 

Sin embargo, directamente conectada con el ciclo 
de Krebs (o dei citrato) se encuentra ia síntesis de 
aminoácidos, 

■ 47 Lisina en abundancia: 

La retroinhibidon de La aspartato 
quinasa se burla con mutantes 

La lisina es uno de los ocho aminoácidos esencia- 
les (Fig. 4.17 mapa, 4.16 y 4.18 estrueturas] que 
los humanos y muchos animales no pueden sinteti¬ 


zar y, por lo tanto, deben tomar de los alimentos: 
fenilalanina (Phe), ísoieucina (Ile), tríptófano (Trp), 
metionina (Met), ieucina (Leu), valina (Vai), lisina 
(Lys) y treonina (Thr). 

Juntamente con la metionina y la treonina, la lisina 
es muy importante porque estos aminoácidos ape¬ 
nas se encuentran en los cereales (trigo, maíz, 
arroz). En el pienso, esto tiene un papel decisivo. 

En el ano 2001 se produjeron 550 000 toneladas 
de lisina, principalmente como aditivo para píen- 
so. La lisina se utiliza también en alimentacíón 
humana. 

Como produetor de lisina se encontró Corynebac- 
terium (Fig. 4.23). Tiene forma de mazo [en grie- 
go koryne , mazo). En primer lugar, se debía ven¬ 
cer una inhibición enzimática mediante retroaco- 
plamiento (inhibición feedbach) en ia produc- 
ción dei aminoácido lisina por Cotynebacteríum 
glutamícum , 

En las cepas salvajes se forma lisina a partir dei oxal- 
acetato dei ciclo de Krebs con piruvato por el aspar¬ 
tato mediante una cadena ramificada de reaeciones 
enzimáticas, que empieza con la reacción que uti¬ 
liza ATP de la enzima controladora alostérica 
aspartato quinasa y se originan después los ami¬ 
noácidos treonina y metionina (Fig. 4.21). Las reac- 
ciones enzimáticas se controlan mediante inhibi- 
ci (mfeedback Ia actividad de la aspartato quinasa 
se inhibe por exceso de bs produetos lisina y treo- 
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Fig. 4.14 El hongoque 
suplantó al litnón, Aspergb 
lius niger . se reprodujo visi¬ 
ta le mente sqbre el pan dei 
autor. Cuidado: itambién 
puede formar mkotoxinasi 



Fíg. 4.15 El ácido cítrico se 
amadió a los detergentes 
porque forma un complèjo 
con el caldo y el magnésio, 
y con ello ablanda el agua, 
Los anãlísis de sangre en el 
Eab oratorio se realízan con 
citrato parainhibir la 
coagulación. 



Fíg. 4 .iá Lisina (Lys), 
un aminoácido esencial 
decisivo para el pienso. 


Fig, 447 (Vlapa fino dei meta¬ 
bolismo de los aminoácidos 
(véase también Fig. 4 . 4 ). 
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Cuadro 4.2 Opiniones de expertos: 
La cisterna de buena caiídad no 
se obtendrã más dei cabeüo 

Lo que hace tan único al aminoácido cisteína 
es el contenido de azufre dei grupo sulfhidri- 
lo, que es quimicamente muy reactívo. 



Asi se pueden formar puentes disulfiiro, que 
contríbuyen a la estabilídad de las proteínas. 
Con ello se origínan, por ejemplo, las hebras 
fibrosas estables dei cabefio, la lana y las plu¬ 
mas, y también de las unas, las pez unas y los 
cuernos. Su proteína (queratína) contiene 
císteína en gran canudad. 

Los panaderos anaden cisteína a los ingre¬ 
dientes básicos dei pan para descomponer el 
glúten unido a la harina. La masa se amasa 
entonces más facilmente. En la elevada reac- 
uvidad de la cisteína y sus derivados, como 
la acetildstelna, se basan tambíén los jarabes 
contra ia tos: la acetilcisteína rompe las 
mucoproteínas de la mucosidad bronquial 
y >licua la secreción espesa, 

En los salones de peluquería japoneses la cís- 
teína remplaza al ácido tioglicólico habitual 
en Europa, que tíene un fuerte olor, cuando se 
va a preparar el cabeüo para una permanente. 
El diverso uso dei aminoácido que contiene 
azufre genera, sin embargo, un problema con¬ 
trario. La cisteína fúe hasta hace poco uno de 
los pocos aminoácidos que se obtenfa de 
“matéria prima” animai 0 humana -como por 
ejemplo de cabello, plumas, cerdas 0 pezunas. 
En Asía hay una industria floredente: en las 
peluquerfas de China, los recogedores profe- 
sionales barren cada ano diez mü toneladas de 
cabello y lo llevan a los productores de cisteí¬ 
na, que extraen los aminoácidos deseados con 
carbón activo y ácido clorhídrico concentra¬ 
do. Una tonelada de cabello produce aproxi¬ 
madamente 100 kílogramos de cisteína. 

Sí se considera que las industrias farmacêuti¬ 
ca, cosmética y de alimentaciún requieren 
actuaimente en todo el mundo hasta 
4000 toneladas de cisteína por ano, se puede 
calcular quê cantidad de matéria prima se 
necesita. Anualmente crece la demanda en 


cerca de un cuatro por dento. Sin embargo, 
conseguir una mayor eficiência y que no fue- 
ra contaminante fúe más de una vez el moti¬ 
vo más importante para buscar un método 
de producdón alternativo. 

Era aún más importante para muchas apíica- 
ciones la calidad dei producto final en la indus¬ 
tria farmacêutica. Para la industria farmacêuti¬ 
ca es decisivo poder descartar contaminado- 
nes peligrosas -como las causantes de la ence- 
faütís espongiforme bovina, el síndrome respi¬ 
ratório agudo grave 0 ia gripe aviar. En los pro- 
cedimientos biotecnológjcos se descartan tales 
contaminaciones desde el comienzo. 



El autor en su peluquería china. Uno se síente 
co ruo un proveedor de matéria prima si se sabe 
para qué síiven los cabe lios. 


Siorreactor 
con la cepa 
de £ coli 
productora 
de cisteína. 

cria alimentaria y farmacêutica. Además, la 
cisteína es ideal para alimentos vegetarianos, 
por ejemplo si se quieren generar aromas de 
carne artificiales. Concreta mente se une cis¬ 
teína con azúcar, por ejemplo ribosa, y se de- 
sarrolla así por calefaccíón la matéria aromáti¬ 
ca, que sabe a carne. En este caso se produce 
un aroma natural, que también aparece al 
asar por ejemplo un pollo, en ei eual la dsteí 
na existente reacdona de forma natural con 
el azúcar de la carne hasta una típica molécu¬ 
la aromática (reacción de Maillard). 

Tras el proceso se produjeron en el afio 2004 
más de 500 toneladas de cisteína -más de un 
octavo de las necesidades mundiales. Las pro¬ 
porciones de crecimíento anuales para la cís- 
tefna producída biotecnológicamente se 
encuentran por encima de un diez por dento. 



Los investigadores de la companía Wacker 
consiguieron, mediante una mutaddn y una 
selecdón dirigida, desconectar la proteína 
reguladora que normal mente obtura la pro- 
ducción de císteína en £ coli Las bactérias 
fabrican, por consíguiente, cisteína “como 
en una cinta transportadora”, y pasan el 
exceso de aminoácidos produddos a través 
de su membrana celular al medio nutriente 
dei tanque de fermentadón de 50 000 litros. 

El método tiene asimismo varias venta jas: el 
90 por dento de la cisteína bacteriana llega ai 
producto final. Con el procedimíento cláslco 
de la extraccíón dei cabello, solamente se 
obfiene un 60 por dento. Además, para la 
extracción se requlere menos ácido clorhídri- 
co: con los procedim lentos biotecnológicos se 
necesita un kilogramo de ácido clorhídrico 
para obtener un kilogramo de cisteína. Por el 
contrario, si se obfiene cisteína dei cabello, se 
requieren para ello 27 kilogramos de ácido 
clorhídrico. El bioprocedimíento evita impu¬ 
rezas no deseadas: puesto que la matéria de 
partida utilizada es sólo azúcar, sales y ele¬ 
mentos traza, no puede aparecer, por ejem¬ 
plo, ningún causante de enfermedad en ei 
producto final. El producto consta al menos 
de un 98,5 por dento de cisteína pura y cum- 
ple todos los estándares exigidos por la indus- 



Elgatito Nlao-jaíestá 
entusiasmado con la 
cisteína de la perma¬ 
nente y grita: 
“ísabrosoJ”. 


Sin embargo, los recogedores de cabello asiá¬ 
ticos no perderán su trabajo: todavia se extraen 
más de mil toneladas de cisteína por afio según 
el método convencional -aunque se pospone 
cada vez más su participación en el mercado. 
Los compradores, que solo están interesados 
en los predos más bajos y no en el orígen de la 
mercancia, son por ejemplo los fabricantes de 
pienso para perros 0 gatos, que quieren “enno- 
blecer" sus productos con aromas de carne. 

Los mercados de este tipo seguramente segui- 
rán usando durante mucho tiempo los procedi¬ 
mientos de producdón antiguos. 



ElDr.Christoph 
Winterhalter es direc¬ 
to r dei proyecto para 
la cisteína en 
WACKER FINE 
CHEMICALS 
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nina. Ambas deben unirse a la aspartato quinasa 
para bloquearia. 

Si se origina más Usina y treonlna de lo que requie- 
re la célula, se ínhíbe la aspartato quinasa; y aí revés, 
si íiay defidencia de Usina y treonina, aumenta Ia 
síntesis. En Ia naturaleza esto es muy significativo, 
jpero nosotros queremos tener lisina en exceso! 
Hay pocas probabilidades de que Ias bactérias reaíi- 
cen una formaciõn de lisina notable, salvo que se 
burle su reguladón desconectando el mecanismo 
de control alostérico, 

Se buscaron y encontraron dos mutantes defi¬ 
cientes de la bactéria. Una es deficiente en treoni- 
na (thr-) (Fig. 4.21). La enzima homoserina des- 
hidrogenasa se ioactiva por una mutadón espon¬ 
tânea. La treonlna -una de las dos sustaocias infii- 
bidoras de la aspartato quinasa- ya no se forma. Si 
ahora se colocan estas mutantes en un medio ai que 
se ha anadido treonina artificiai, que garantiza el 
buen credmlento celular, pero con muy poca treo- 
nína, para cooperar en la desconexión de ia asparta¬ 
to quinasa (moraleja: “poeo para vivir, demasiado 
para morir”), jentonces la produeción de lisina fun¬ 
ciona a toda máquina! 

En la otra mutante se cambia el propio gen de la 
aspartato quinasa. La enzima, ligeramente modifi¬ 
cada en su estructura, no se deja ya inhibir por la lisi¬ 
na -incluso con un enorme exceso. 

La producción de lisina es un buen ejemplo de 
proceso industrial que fue posible gradas al cono- 
cimiento de las reacciones enzimáticas y una 
selecdón racional de mutantes. Tanto ias mutan¬ 
tes de Corynebacterium giutãmicum como las de 
Brevibacterium flavurn convierten en lisina más 
de un tercío dei azücar aportado al medio, y 
logran con eilo concentraciones de 120 gramos 
de lisina por cada litro de medio en 60 horas en 
biorreactores de 500 ml 

Hoy se investiga para la ingeníería metabólica e\ 
desarrollo de cepas con la ayuda de ia ingeníería 
genética. El grupo de investigación de Alfred 
Piihler, en ia Universidad de Blelefeld, y los gran¬ 
des productores de aminoacidos, están descífrando 
las 3,3 megabases dei gran genoma de Corynebac- 
terium giutãmicum (Fig. 4.23). 

La también esencial metionina tiene una posición 
especial entre los aminoácidos, pues la D-metioni- 
na puede convertirse en umetionina en el cuerpo. 
Es posible, por lo tanto, producír metionina pura 
quimicamente (de acroleína, metanotiol y ácido 


cianhídrico) como racemato (mezda de D y l) (véa- 
se sección 4.9). En el afio 2001 se produjeron así 
370 000 toneladas de metionina. 

Se sintetizan 30 000 toneladas al ano de L-treoni- 
na, principalmente a partir de mutantes de alto ren- 
dimiento de Escherichia coli -a una concentración 
de 80 g/L en sólo 30 horas. 

El precio de los tres aminoácidos fiuctúa airededor 
de 5000 dólares americanos por tonelada, de modo 
que en conjunto proporcionan un voiumen de mer¬ 
cado de más de mil mlilooes de dólares. Sobre todo 
en China, el crecimiento de este campo es muy 
dinâmico. En un futuro se producirãn cada vez más 
en plantas transgémcas (Gap. 7), con una gama 
de aminoácidos (por ejemplo más aminoácidos 
esendales) en competência con los prodticidos por 
fermentación. 

■ 4.8 L-glutamato: condimento de 
sopa “levorrotatorio” en exceso 

Umami es el quinto sabor que se puede nombrar, 
junto a los cuatro "de occidente” (amargo, dulce, 
ácido ysalado). Puede describirse como un “con¬ 
dimento'" 0 “sabor fuerte a carne*. Procede dei 
Lejano Oriente y era desconocido en Europa Cen¬ 
trai. La cocina mediterrânea utiliza en sus ingre¬ 
dientes, sin embargo, una cantidad aceptabie de 
umami. 

Tres sustancias diferentes confieren el sabor uma - 
mi glutamato monosódico (MSG), inosinato disó- 
díco (DSI) y guanllato disódíco (DSG), pero el glu¬ 
tamato desernpena un papel decisivo. 

La sustanda que da sabor umami en el Konbu, el alga 
marina dei Pacífico Laminaria Japonica, ia identifico 
en 1908 el japonês Kikunae Ikeda (1864-1936) 
(Fig. 4.20) como glutamato. La sal dei aminoáddo 
ácido L-glutámico (L-glutamato) (Fig. 4.19) potência 
esendaimente el gusto de sopas y salsas. Nuestro 
cuerpo dispone de receptores de glutamato especia- 
les para el L-glutamato, pero no para el D-glutamato 
(Fig. 4,26), 

El L-glutamato se obtuvo en la década de 1920, y 
aún hoy se obtieoe en parte, dei trigo (Gap. 1). La 
companía líder fue Ajinomoto Co, (en japonês Afi¬ 
no moto, esencia dei gusto) (Fig. 4.20], La necesí- 
dad de glutamato aumento enormemente tras la 
Segunda Guerra Mundial con la aparícíón de comi¬ 
das preparadas, salsas en polvo y mezclas de condi¬ 
mentos. A princípios de ios anos 1950, el japonês 


Fig. 4.18 Formas estructuraies 
de los ocho aminoáddos esen- 
dates (véase también pag. 94). 
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Fíg. 4.1& (Continuaciõn) 


Valína (Vai) 


Lísína (Lys) 



Treonina (Thr) 


Losochoamínoãddos 

esendales 

Phe ILeTrp Met Leu Vai LysThr 



Fig. 4*19 Glutamato. 



Fig, 4.20 Kikunae Ikeda 
(1864-1936) y los p rí meros 
productos de glutamato 
de Ajinomoto Co. 


Kinoshita encontró unas bactérias capaces de acu¬ 
mular glutamato si crecían en presencia de gluco- 
sa. La bactéria -la conocemosya como produetora 
de lisina- finalmente se llamó, tras largas discusio- 
nes, Corynebãcterium glutamicum. También se 
encontraron otras microorganismos productores 
de glutamato, especíalmente de los géneros Cory- 
mbacterium, Brevibacterium, Anhrobacter y 
Microbâcterium 

La producción de glutamato por microorganismos 
excedió, sobre todo en la bioindustria japonesa y 
china, los i ,5 millones de toneladas y vários miles 
de millones de dólares por ano* 

El glutamato es un buen ejemplo de como cam- 
bían los conocimientos básicos de las reacciones 
enzímátícas dei metabolismo con las tecnologias 
de producción: el L-glutamato provlene, como 
casí todos los 20 aminoácidos que se necesítan 
para la síntesis de proteínas, de precursores de la 
degradación de gjucosa (glucólisis) y dei ciclo de 
Krebs. 

En Corynebãcterium glutamicum, por causas 
genéticas, la oxoglutarato deshidrogenasa en el 
ciclo de Krebs presenta una actividad sumamen- 
te baja. Esta enzima es la encargada de una pos¬ 
terior transformación de 2-oxoglutarato en el 
ciclo de Krebs* Con ello se “obtura” el 2-oxogiu- 
tarato* Para que no se acumule demasiado se uti¬ 
liza otra enzima, que está disponible con una ele¬ 
vada actividad en la célula como “salida” dei ciclo 
de Krebs, la glutamato deshidrogenasa. El 2-oxo- 
glutarato se convierte en L-glutamato al incorpo¬ 
rar iones amonio (NH 4 +). 

Para formar glutamato, al proceso se le deben pro¬ 
porcionar suficientes iones amonio para la conver- 
sión dei 2-oxoglutarato* Esto ocurre mediante un 
“borboteo" de amoniaco gaseoso (NH :? j, que en 
agua se protona al ion NH 4 +, 

^Cómo se logra la sobreproducción de glutamato en 
la céiula en ei líquido de cultivo? Destruir las célu¬ 
las y aislar el glutamato de los miles de componen¬ 
tes celulares hace el proceso poco rentable. Se debe, 
pues, forzar a las células vivas para que cedan glu¬ 
tamato al medio. 

La cepa de Corynebãcterium mostro afortunada¬ 
mente una rareza importante: no puede generar el 
importante cofactor biotina (una vitamina) para la 
formadón de la membrana celular y, por lo tanto, 
depende dei suministro de biotina en el medio de 
alímentación. Si ei medio (por ejemplo melaza) con- 


tiene solo cantidades mínimas de biotina, por un 
lado aún es posible el credmiento celular, pero las 
paredes celulares se permeabilizan para el glutama¬ 
to. Otras posMidades para la liberación de gluta¬ 
mato son pequenos aportes de penicilina (véase más 
aJbajo) 0 el uso de detergentes. 

^Cuánto glutamato se tolera en Ias comidas? Se dice 
en Asia que los maios codneros compensan su defi¬ 
ciência en el arte con glutamato* Nuevos estúdios 
(doble ciegos) sobre el glutamato yel “smdrome dei 
restaurante chino” (a mentido los 00 asiáticos pre- 
sentan alergias fuertes tras degustar la cocina china] 
indicaron, sín embargo, también un componente 
psicológico* 

Existe otro amino ácido que cada vez interesa más a 
la industria farmacêutica, cosmética y alimentaria. 
Mundialmente se requieren cada afio hasta 4000 
toneladas de L-cisteína (Cuadro 4.2 ). Se obtenía dei 
pelo, pero Ia companía alemana Wacker-Chemie ia 
produce ya por biotecnologia con £ coíL Mediante 
mutadón dirigida y seleccíón se desconecta la prote¬ 
ína reguladora, que obtura normalmente la produc¬ 
ción de eisteína en £. colt Las bactérias fabrican 
entonces eisteína “como en una cinta transportado¬ 
ra" y transfieren las cantidades produddas de amí- 
noácidos, demasiado altas, a través de su membrana 
celular hacia Ia dísolución de nutrientes de los tan¬ 
ques de fermentadón de 50 000 litros. 

■ 4.9 dTienen que ser siempre 
microbios? La síntesis química 
contra La fermentadón 

<íPor qué se sintetiza L-glutamato y L-iisina en 
microorganismos? £No se puede producir de una 
forma igual de económica por purifícación quí¬ 
mica? 

En realídad, en Japón se explotó primero la síntesis 
química de glutamato a partir de acriloni trilo con la 
ayuda de catalizadores de cobalto carbonilo y la 
denominada síntesis de Strecker. La Usina se produ¬ 
ce quimicamente a partir de aminocaprolactama. 
Los produetos eran una mezcla (racémica) de dos 
moléculas Imágenes especulares de glutamato 0 de 
lísina, igual que nuestra mano derecha e izquierda 
tienen la mísma estruetura como imágenes especu¬ 
lares (Fig* 4*2ó)* 

Las dos imágenes especulares dei glutamato $e dife 
rencian por análisis de su desviación óptica (hacia la 
derecha 0 hacia Ia izquierda) y se denominan según Ia 
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posición en el espado dei grupo amino como formas 
d y l, Quimicamente se forman cantidades iguales de 
las íormas d y l, ipero el sabor dei condimento se debe 
sólo ai L-gLutamato, que gira hacia la izquierda! 

Nuestras células gustativas con sus receptores 
-como una enzima en el centro activo- sólo pueden 
reconocer una ordenación espacial de Ia pareja de 
reacción (igual que enseguida nos damos cuenta de 
si alguien nos da la mano derecha 0 Ia izquierda para 
saludarnos}. 

Las proteínas se slntetizan exclusivamente a partir 
de i-aminoáddos, y por lo tanto la máquina de sín- 
tesis de la célula está formada también sólo por la 
producdón de L-aminoácidos. A propósito, se apli¬ 
ca el caso contrario a los azúcares: en los azúcares 
se forman sólo formas D y se reconoce, pues, por 
ejemplo la (3-D-glucosa (azúcar de uva). 

Las causas últimas de estos hechos aún no estãn cla¬ 
ras, Probablemeníe la casualidad desempenó un 
papel en el principio de la evolución. En teoria, se 
podrfan presentar seres vivos de otro planeta, que 
estuvíesen construídos de L-azúcares y D-aminoád- 
dos. Se podrían parecer a nosotros externamente. 
Ambas formas no podrfan, sin embargo, entremez- 
clarse, La i.-g!ucosa y el o-glutamato dei otro plane¬ 
ta no tendrían valor nutritivo para nosotros, pues 
no “reconocerían” nuestras enzimas y no podrfan 


convertirse. Inversamente, nosotros no seríamos 
interesantes para ellos como piezas de caza. 

Lewis Carroll, con respecto a eso, bizo un experi¬ 
mento filosófico en “Alicia a través dei espejo”: la 
lethe reflejada (Fig. 4,25) (con L-lactosaen lugar de 
Ddactosa) no le gustaría al gato normal, jpero quizá 
sía un gato refejado! 

La desventaja de la sfntesis química de aminoácidos 
es clara: la mitad dei glutamato sintetizado quimi¬ 
camente (0 sea el o-glutamato) no poseería níngún 
valor como condimento, En cambio, las corínebac- 
terias forman exclusívamente L-glutamata De la 
Usina y la treonina hay también formas l biológica¬ 
mente activas, que las bactérias forman al 100%. La 
sfntesis microbiológica es una sfntesis estereoquímí- 
ca complicada, y la conversión de la sfntesis quími¬ 
ca va más allá, si se pueden ordenar de modo dife- 




Corynebacteiiam glutamicum 


Enzima 

mutada 

No se ínhibirá 
debido al 
exceso de 
lisina 


Fíg. 4.21 Retraacopiamiento 
negativo en ía sfntesis 
de lisina mediante la cepa 
salvaje de Corynebacteriurn 
fvtsión por microscopía elec¬ 
trónica, arriba) y dos mutan- 
tes. En el primer mutante 
está inaetivada te enzima 
homoserina deshidrogena- 
sa. En, el segundo está tan 
cambiada La aspartato qui¬ 
nasa que, a pesar de haber 
un exceso de lisina* no pue- 
de inhibír !a enzima. 



Fíg. 4.22 Producdón de lí si¬ 
na en enormes bíorreactores 
en Japón. 


Fig. 4,23 Corynehactenum 
gtutamictim está depositado 
en la American Type Culture 
Colíectíon ÍATCC) con eLNP 
13032. El círculo, que repre¬ 
senta el genoma, son regiones 
codificadoras. Se muestran 
también bs bíorreactores. 
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Fig. 4,24 James Borid (Sean 
Connery) se camuflo como 
hombre de negoeios en 
"Só lo se vive dos veces" 
para encontrar en Japón una 
central de cohetes superse- 
creta, El espía principal pidíó 
muy astutamente a un jefe 
gángster japonês que dele- 
t rea ra" m -0 -n -0 -s -o -d -í-o-g-l- 
U't-a-m-a-t-0”, para distraer 
la misión de salvar eÈ mundo. 



Fig. 4.25 En 5u libro “Alicia a 
través dei espejo", publicado 
en 1871, Lewls Carroll descri- 
be como Alicia alcarza a tra¬ 
ves de un espejo un mundo 
de reflexiânr “Ahora* si me 
prestas atenriôn, gatito, en 
lugar de hablar tanto, te com 
ta ré có mo es la casa detrás 
dei espejo, PrÈmero está et 
cuarto, que se ve en el espe¬ 
jo y que es completamente 
igual a nu estro salón, sób 
que con todas las cosas dís- 
puestas a la inversa. iTe gos¬ 
taria viviren la casa dei 
espejo, gatito? ÍY si te die- 
sen leche allí? Pero.., IQuízás 
la leche dei espejo no sea 
sabrosa para beberia!” 


Fig. 4.26 Configuración de 
un aminoácido. Excepto la 
glicfna (con R = H)* bs car¬ 
bonos üt de los aminoáci- 
dos poseen cuatro sustítu- 
yentes diferentes: COOH 
(verde), H (gris), NH 2 (ama- 
ri Elo) y R (rojo). Los L-ami- 
noacídos poseen e! grupo 
amino a la izquierda, míen- 
tras que sus imágenes 
especulares (o-aminoáci- 
dos) lo poseen a Ea dere- 
cha. 


rente los grupos equivalentes que se encuentran en 
una molécula. Por lo demás, pueden utlllzarse Ias 
enzimas para deshacer de nuevo activamente la 
mezcla d,l generada (véase Cap. 2, aminociclasas). 

La capacidad de los microbíos para dícha síntesis 
selectiva y las conversiones también se utilizan en 
la produeción de ácido L-ascórbico [vitamina C). 

■ 4.10 Ácido L-ascórbico, 

La vitamina C 

Nosotros, como otros primates y -sorprendente- 
mente- los cobayas, no podemos sintetizar vitami¬ 
na C (Fig. 4.29) y debemos tomaria de los alimen¬ 
tos, Asf pues, los cobayas y los chimpancés también 
pueden tener el escorbuto. A todos nosotros nos fal¬ 
ta la enzima gulonolactona oxídasa, 

Hoy parece extrano que en 1900 los marineros, por 
orden dei emperador alemán, tuviesen que tragar 
diariamente ácido cítrico a cucharadas para evitar el 
escorbuto. Se había observado esta acción de la vita¬ 
mina en las frutas cítricas. El procedimiento impe¬ 
rial produjo, sin embargo, simplemente diarreas. 
No se sabia entonces que era el ácido ascórbíco 
(vitamina C) de los iimones el que prevenia el escor¬ 
buto, no el ácido cítrico, El chucrute ra, sin embar¬ 
go, muy sano (míentras no se aimacenara en latas 
tapadas con mercúrio, véase Cuadro 4.8). 

En 1933 se produjo un gran descubrimiento en el 
laboratorío dei sótano dei politécnico en la Escuela 
Técnica Confederada (ETH), de Zurich: la síntesis 
de vitamina C, el ácido L-ascórbico [Cuadro 4.3), 

En el proceso de fabrlcación, el polaco Tadeusz 
Reichstein ( 1 897-1996) degrado glucosa quimica¬ 
mente, con más de diez pasos intermédios, hasta l- 
xilulGsa, y al final la convlrtió con ácido cíanhídrico 
(HCN) en vitamina C, Por desgracía, el método era 



muy complicado para una gran produeción y daba 
rendimientos bajos. Precisamente, el ser humano 
necesita vitamina C, en comparacíón con otras vita¬ 
minas, en grandes cantidades, aproximadamente 
100 mg diários. 

Reichstein y su joven colega Grüssner siguieron 
entonces un nuevo camino. Querían producir pri- 
mero sorbosa como intermediário, Para ello reduje- 
ron glucosa con hidrógeno y un catalizador bajo pre- 
sión con un rendimiento dei 100% a sorbitol. 

La siguiente oxidación química dei sorbitol al pre¬ 
cursor de la vitamina C sorbosa fue, sin embargo, 
muy complicada. El químico francês Gabriel Ber- 
trand (1867-1962) [Cuadro 4.3) ya había descrito 
en 1896 el siguiente paso: la bactéria dei ácido acé¬ 
tico Acetobãcter suboxydans transforma concreta- 
mente el sorbitol en sorbosa, La bactéria se Ilama 
hoy según la nueva nomenclatura, Gluconobacter 
oxydans , 

Reichstein hizo entonces algo poco común para un 
químico de su tíempo: pensó biotecnológicamente 
y compro a los microbiôlogos cultivos puros de 
Acetobãcter. Sin embargo, las bactérias compradas 
no querían estar al servido de Reichstein, un profa¬ 
no en microbiología. No obstante, Bertrand había 
descrito con fortuna un método descabeflado para 
capturar bactérias de sorbosa salvajes: j moscas dei 
vinagre {Dro$ophilà\l 

Reichstein utilizo la combinadón de síntesis quími¬ 
ca con los pasos blotecnológicos de la conversión de 
D-sorbitol a L-sorbosa [Fig. 4.27). 

Eo 1 933 t Reichstein ofrecíó la idea a la compahía 
Hoffmann-La Roche, eo Basílea. Roche estuvo a 
punto de adoptar el método de Albert Szent- 
Gyoergyi (1893-1986): el húngaro había aislado 
vitamina C dei pimiento y había obtenido el prêmio 
Nobel en 1937. 

El procedimiento de Reichstein (Fig. 4.27) se de- 
sarrolló en los siguientes pasos: 

• Se reducía la o-glucosa catalíticamente (níquel 
como catalizador, 150 bar de presión] a D-sorbi¬ 
tol (sorbitol). 

• Entonces ias bactérias tomaban el sorbitol y lo 
convertían selectivamente mediante la sorbitol 
deshidrogenasa de Acetobãcter suboxidans. 
Esto sucedia en una fermentación sumergida en 
una disoludón de sorbitol al 20-30%, práetica- 
mente por completo en uno a dos dfas. 

• Definitivamente, la L-sorbosa se oxidaba quimica¬ 
mente a ácido 2-ceto-L-guIóníco (2-KLG), y és te, 
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mediante tratamlento con ácido e hidrólisis, se 
convertia en ácido L-ascórbico. 

Tras décadas de êxito, ahora ia síntesis química-bio- 
tecnológica de la vitamina C de Reichstein y Grüss- 
ner se realiza mediante un nuevo proceso de purifi- 
cación biotecnológico [Fig. 4.32 y Cuadro 4.3), 

Las bactérias dei género Erwinia (Fig, 4.33] con- 
vierten la glucosa en ácido 2,5-diceto-D-glucóníco 
(2,5-DKG). Esto ocurre con la intervención de tres 
enzimas diferentes (enzimas 1 a 3, Fig. 4*32). Erwi¬ 
nia e s una bactéria gramnegativa (como E. coh). 

Estas tres enzimas están unidas a ia membrana en 
el periplasma, el espacio intermédio entre Ia mem¬ 
brana externa y la membrana citoplasmática en las 
bactérias gramnegativas. 

Otras bactérias, como las grampositivas corine- 
bacterias, tienen una estructura de membrana 
sencilla (90% murefna, 10% ácido teicoico], ;y 
por eso se puede diferenciar tan bien entre bacté¬ 
rias grampositivas y gramnegativas por la colora- 
ción! No poseen periplasma. Lo interesante es 
que tienen, sin embargo, una ácido 2,5-diceto-D- 
glucónico reductasa en el citoplasma y pueden, 
por lo tanto, convertir 2,5-DKG en ácido 2-ceto- 
i-gulónico (2-KLGj, que asimismo se cicia fácil¬ 
mente a vitamina C. 

\ Erwinia une, pues, el producto de partida para 
Corynetacteriuml Se debían juntar Corynebacte- 
rium y Erwinia en una cofermentación. Pero téc¬ 
nicamente es muy difícil unirías (diferentes pH y 
temperatura óptima, velocidades de crecimiento 
y eliminar las otras cepas, diferentes médios 
nutrientes,..). 

Sin embargo, finalmente se logró, con métodos de 
ingeniería genética, unir el material genético de los 
dos tipos de bactérias en un único microorganismo; 
éste toma glucosa pura y segrega el precursor de la 
vitamina C dlrectamente al medio. 

Se decidió que el gen de la reductasa de las corine- 
bacterias se Inseríaría en células de Erwinia • Esto es 
naturalmente adecuado, pues a Erwiniâ le falta sólo 
una enzima y las enzimas de Erwiniâ no se hallan 
en la membrana periplasmática de Corynebacte * 
rium. La reductasa de Corynebacterium no traba- 
ja, por el contrario, en una membrana, sino que está 
libre en ei plasma celular. 

Ahora sucede lo siguieote en las células de Erwinia 
recombínantes (Fig. 4.32): 

• La D-glucosa se toma dei medio hacia el peri- 
plasma. 


Proceso de Reichstein 



deshidrogenasa 


Reductíôn det cofactor 
MAD + a NADH + H + 


D-gtuC0Sa 


Membrana 


D-sorbitol 


Giuconobacter 

úxydúns 


Catalizador de níquel 
150 bar de presíón 
quimicamente 



L-sorbosa 


Oxidación 

química 

KMr»04 


Varras 

etapas 



Acido 2-ceto-L-gulónicQ 
(z-KlG) 


Fragmentadón 



Tratamlento con ácido 
Cenidensadon 


f 



Cíerredel 

anitb 


Ácido L-aseârbko 
Vitamina C 


Fig, 4.27 Izquierda; 
síntesis de la vitamina C 
por Reichstein, 



Fi g. 4.28 Giuco nobocter oxy* 
dans convierte i-sorbitol, 
con su sorbitol deshidroge¬ 
nasa, en t-sorbosa. 



FTg, 4.29 Crístales Úe ácido 
ascórbíco (vitamina C) en un 
microscopío de polarízación. 
Se observan interferendas 
por la doble refracdón de 
ta luz. 
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Fíg. 4.30 El ascomiceto Hla- 
mento so Ashbya gossypü 
produte vitamina B a 
(riboflavina). 





Fig. 4,31 Êstructuras de la 
vitamina C (.arriba), Ea vitami¬ 
na B 2 (centro) y la vitamina 
B 12 íabajo). 


• Las tres enzimas periplasmáticas (en Ia membra¬ 
na interna de Erwiniâ) sintetizan gradualmente 
2,5-DKG. 

• La ácido 2,5-diceto-D-glucónico reductasa (de 
Corynebãcterium] cataliza en el citoplasma 
de Ias células de Erwiniâ el paso de 2,5-DKG a 
2-KLG (ácido 2-cetogulónico), y lo cede al medio, 

• El 2-KLG se transforma, mediante un tratamien- 
to ácido ba]o hidrólisis, en ácido i-ascorbico 
(vitamina C). 

Por lo tanto, con la ayuda de la ingenierfa genética se 
logró unir elegantemente Ia capaddad metabólica de 
dos microbios diferentes. Las células de Erwiniâ 
recombinantes produjeron, en 120 horas, aproxima¬ 
damente 120 g de 2-KLG por litro de caldo de fer- 
mentación. Se convierte el ÓQ% de la glucosa, 

Con la genial combinación de síntesis química y bio- 
tecnoiógica, Hoffmann-La Roche fue durante muchos 
anos el mayor productor de vitamina C, Mientras tan¬ 
to, se encargaba la producción a DSM (Holanda), 

Actualmente, la cifra de facturación dei mercado de 
la vitamina C se encuentra alrededor de 400 millo- 
nes de dólares; sin embargo, un 65% corresponde a 
las companías de biotecnologia chinas, que producen 
considerablemente por debajo de los precios dei mer¬ 
cado, La producción mundial de vitamina C aumen¬ 
tará, aunque sin apenas variar las cifras de ventas. 

Tadeusz Reichstein obtuvo en 1950 el prêmio 
Nobel en medicina, pero fue por su trabajo sobre la 
corüsona, una hormona de las glândulas suprarre- 
nales (pág. 119), 

En 193ó la companía Roche vendló 370 kg de vita¬ 
mina C a un precio por kilo de 1140 francos suizos. 
En 1938 cayô el precio dei kilogramo a 550 francos, 
en 1940 a 390 francos y en 1950 a 102 francos, A 
princípios de los anos 1960, un kilogramo de vita¬ 
mina C costaba 80 francos, y el precio se encuentra 
hoy en aproximadamente 20 francos por kilogra¬ 
mo. iAsí pues, Ia vitamina C es hoy más de 50 veces 
más barata que hace 70 anos! 

Aparte de como profilaxis de la salud, la mayor par¬ 
te de la vitamina sirve como antioxidante natural 
inofensivo, mezclada con bebidas refrescantes, para 
hacerlas duraderas. El ganador de los prêmios 
Nobel de química y de la paz Linus Fauling afirmó 
que la vitamina C era captadora de radicales libres, 
que pueden causar danos en la herencia en el cuer- 
po. ÉI tomaba diariamente vários gramos de vitami¬ 
na C, liegó a los 92 anos de edad y nunca se resfrio, 
Aunque su teoria es polémica, lo que es seguro es 
que una alímentación que contenga vitamina y sea 


rica en proteínas, en lugar de grasa y carne, aumen¬ 
ta la esperanza de vida. 

^Cuánta vitamina C se debe tomar en realidad? La 
Sodedad Al emana para ia Alímentación recomien- 
da 150 mg al dfa, Los partidários dei u prever 
young* toman, sin embargo, uno a tres gramos dia- 
rios. Es difícil tomar una sobredosis y no es posible 
intoxicar se, pues la vitamina C es soluble en agua, 
No se acumula en el cuerpo como las vitaminas A, 
D, E y K solubles en lípldos, sino que se elimina en 
orina. Ei ácido en exceso puede, sín embargo, afee- 
tar al estômago (iy ai monedero!). 

Las otras vitaminas principales se producen quimi¬ 
camente puras, por ejemplo el coiorante de ias zana- 
horias fLcaroteno para el píenso, 0 de plantas, por 
ejemplo el tocoferoL Sólo las vitaminas C, B 2 y B 12 
(Fig. 4.31) se producen principalmente por biotec¬ 
nologia mediante microbios, 

El hongo Ashbya gossypíi {Fi g. 4.30), un ascomiceto 
filamentoso, aporta riboflavina, la vitamina B 2 . La 
cepa industrial intermedia reproducida genera hoy 
20 000 veces más vitamina B 2 que su tipo habitual en 
la naturaleza. EI proceso se llevó a cabo en 1947. 

Al principio, Asftftyaproduda cantidades muy bajas 
de riboflavina. Mientras tanto se empezó a utilizar 
también un hongo relacionado, Eremothecium 
âshbyii, y la bactéria Bãdllus subtilis, de una cepa 
determinada que sobreproduce la vitamina y la 
cede al medio. B . subtilísm es, en comparadón con 
ambos hongos, un sobreproduetor natural de vita¬ 
mina; se manipulo por íngeníería genética dirigida. 

La riboflavina se encuentra en la leche, el hígado, el 
pollo, los huevos, ei pescado marino, las nueces y ia 
lechuga. Influye esencialmente en ia buena salud y 
la formación de los músculos, y participa en la pro¬ 
ducción de la hormona dei estrés adrenalina. 

Pseuâomonas denitrifleans y Propionibacterium 
shermanãmm cobalamina, el precursor de ia cia- 
nocobalamina (vitamina B l2 ) (Hg. 4.31), inciuso 
en un exceso de producción de 50 000 veces en com- 
paración con la cepa salvaje. En un proceso de un 
paso, Pseudomonas denitrifleans genera aeróbica- 
mente hasta 60 mg/L de cobalamina en cuatro dfas 
de crecimlento en una melaza de azúcar de remola- 
cha. La cobalamina se cede al medio. La melaza con- 
tiene betaína, que aumenta esencialmente el rendi- 
miento. Al final se calienta el cultivo en presencia de 
cianuro y se consigue asf la danocobalamina, 

La carência de vitamina B [2 produce anemia 
(anemia perniciosa). En 1926, la anemia perni¬ 
ciosa fue tratada con êxito con una a dos libras de 
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hfgado de buey crudo por semana. En 1934 se com 
cedíó el prêmio Nobel de medicina a George 
Hoyt Whipple, George Riçhards Minot y 
William Parry Murphy por este descubrimiento, 

La vitamina B 12 se utiliza para Ja formación de san¬ 
gre y como preparado protector dei hfgado, y apro¬ 
ximadamente la mítad de las 20 toneladas que se 
producen anualmente se utilizan en alimentos para 
animales, para et creciimento y la formadón de los 
huesos. En los humanos promueve, además, la 
potência nerviosa y la lucidez mentaL 

■ 4.11 Aspartamo - La marcha triunfal 
de un éster dipeptídico dulce 

James Schlatter, químico de la compartia farma¬ 
cêutica americana G.D, Searle Co., en 19Ó5 anatizó 
péptidos, cadenas cortas de diferentes aminoácídos, 
como preparados contra úlceras de estômago. Más 
tarde informo dei hecho de que él se había mojado 
ia mano inadvertidamente en el laboratorio con unas 
gotas de uno de sus preparados. Guando se humede- 
cíó la punia de los dedos al leer unos papeies, notó 
un sabor dulce en el dedo. (]Las malas lenguas dicen 
que le ocurrió al fumar en el laboratorio a pesar de 
estar prohibidol) La sustancia de análísis poseía, 
como se estabieció después, 200 veces Ia fuerza 
endulzante dei azúcar de remolacha 0 de cana. 

El nuevo superazúcar aspartamo es un péptído, un 
éster de metilo de los dos amínoácidos aspartato y 
fenilaJanína. 


Proceso de ingeniería genética 
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Fig.4,32 Síntesis de la vitami¬ 
na C con células de Erwinia 
manipuladas geneticamente. 



Fig, 4,33 Erwínia es en reali- 
dad una plaga gramnegativa 
de plantas, que realiza un 
ataque húmedo y seco y se 
consigue a través de la elimí- 
nación de pectinasas en las 
células de plantas. 


La fenilaknina y et aspartato pueden producirse 
mediante bactérias en biorreactores. Se unen a pép- 
tídos sólo quimicamente 0 con la ayuda de la “reac- 
clón inversa" de proteasas (como la trípsina) en sis¬ 
temas de dos fases con médios de dísoludón orgâ¬ 
nicos [véase Gap. 2). 

El aspartamo se fragmenta por las enzimas de la 
digestión en el intestino; un gramo de aspartamo, la 
necesidad diaria de un adulto, suministra sin embar¬ 
go sólo cuatro kilocalorías, mucho menos que una 
centésima de la energia que un ser humano gene¬ 
ralmente consume con el azúcar. La segunda venta- 
ja dei aspartamo: no sólo es pobre en calorias, sino 
que sabe también casi como el azúcar (no se nota la 
ausência dei “compuesto"), y no tiene el sabor de 
sus competidores sacarina y dclamato. 

El aspartamo llegó en el momento oportuno: a fina- 
les de los anos 1970 se extendló la obsesión por estar 
en forma en todo Estados Unidos. Los productos 
light usan aspartamo puro 0 en mezclas (Fíg. 4,35). 
El aspartamo tiene también otra ventaja; se degrada 
tras seis a nueve meses, pero para los refrescos es 
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Fíg. 4.34 Las corírtebactérias 
li bera n la enzima 2,5-DKG 
reductasa, que se ex presa en 
el citoplasma de las células 
de Erwinia. 
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Cu adro 4,3 Historia 

de la biotecnologia: Las moscas 

de Reichstein y la vitamina C 



Tadeusz Reichstein fue ayudante dei bri- 
IIante químico de síntesis Leopoid Ruzicka 
(1887-1976} en el ETH de Zurich* Ruzicka 
ofreció su síntesis de hormonas a Roche* Sin 
embargo, “el poco convenciona! y original 
Ruzicka y el completamente ordenado y dis¬ 
ciplinado Barell (de Roche) no fueron capa- 
ces de entenderse" (escrito de la companía 
Roche). Ruzicka fue a Giba, en Basilea, en 
1929 ficou êxito!]. De manera similar, 
Reichstein probó con Roche en 1932. 


Ei francês Gabriel 
Bertrand (1867-1962) 
describecâmo se 
puede produdr sor- 
bosa de manera bri- 
llante con la ayuda de 
DrosopbilQ' A Reichs¬ 
tein le funciono exao 
tamente igualqueal 
autorenHongKong 
120 a fios más tarde. 


Después de 50 anos, Reichstein recordaba lo 
que sucedí ó entones: 

“No conozco el protocolo exacto. Pero 
(según Gabriel Bertrand) era algo así: se 
toma vino, se coloca algo de azúcar y vina- 
gre dentro, y se deja en una copa. Con esta 
mezda se atraen pequenas moscas con el 
nombre de Drosophüa, que revolotean 
hacia allí. La Drosophüa, también liam ada 
mosca dei vinagre, posee bactérias en el 
intestino, y si la mosca empleza a sorber 
ese jugo, algunas bactérias salen y empie- 
zan a producir sorbosa. Guando yo quise 
probarlo por primera vez, el ano ya estaba 
muy avanzado, pero la temperatura aún 
era templada, y no vi ninguna Drosophüa. 


No podia esperar un ano y aun así lo 
intente. 

Introduje sorbitol en el vino en lugar de azú- 
car, algo de vinagre, como se ha descrito, y 
también caldo de levadura. Me dijo un bac- 
teriôlogo que dentro dei caldo de levadura se 
encuentra todo lo que necesita una bactéria. 
No es eierto que lo tuviese. Coloqué cinco 
vasos de esta dísolución frente a la ventana 
de mi laboratorío dei sótano, desde donde 
aún se podia ver el sol, Era sábado, y yo 
habfa pensado que si las moscas venfan esta¬ 
ria bíen, pero si no, no se habrfa perdido 
nada* EI lunes volví, y todo estaba seco* Pero 
dos vasos estaban llenos de cristales* Mira¬ 
mos esos cristales; jera sorbosa pura! Dentro 
de un vaso aún habfa una Drosophüa^ 
borracha. 



Experimento realizado por el autor con sorbitol: 
la flecha roja se ha la la mosca 


Y de esta Dwsophüâ salían los cristales de 
sorbosa en forma de rayos* Estas bactérias 
salvajes hícieron sorbosa en dos dias, mien- 
tras que las compradas no la podian producir 
en seis semanas, 0 sea, las mias debían ser 
las bactérias buenas* Inoculamos entonces 
con estas bactérias, que proliferaron rapida¬ 
mente y, en efecío, también en el segundo 
experimento se obtuvo sorbosa en 24 a 4B 
horas. Por este método se pudieron generar 
en pocos dias aproximadamente 50 gramos 
de sorbosa. Era, claro está, una mezcla salva- 
je de bactérias la que tenfamos en la disolu- 
ción. Pero esto no hacia ningún dano. 

A pH 5 ,0 sea una reaccíón ácida, alcanzaron 
su eficacia óptima. Y en una reaccíón tan 
fuertemente ácida, las otras bactérias u hon- 
gos crecieron poco* De la sorbosa se pudo 
obtener vitamina C de manera muy sendlla, 
en seguida a gramos, y se pudo decír verda- 
deramente que seria posible produdrla a 
toneladas* 

Yo creo que hemos conseguido, a partir de 
100 gramos de glucosa, 30 a 40 gramos de 
vitamina C. Pero no hemos pulido aún Ia sim 



tesis; se deben lograr, pues, resultados más 
seguros, optímizados y todavia majores*’’ 



Redaxon®, an Ei gua mente y en ia actualidad como 
tableta efervescente, ahora también en China* 


La companía Roche, en Zurich, obtuvo la 
licencia de Reichstein, a pesar de que el jefe 
de la companía, de la entonces aún muy 
pequena companía, creyó que esta reaccíón 
mícrobiológica con bactérias no era conve¬ 
niente para eila, ya que era muy impopular 
entre los químicos. Reichstein le contestó: 
u ... impopular 0 no, yo no lo puedo cambiar, 
esta bactéria es el único trabajador que a par¬ 
tir de sorbitol puede hacer sorbosa con un 
90% de rendímiento* Esto no imita a ninguna 
persona. Y la bactéria lo consigue en dos dias, 
con casl nada, sólo con aire* Se le debe dar 
simplemente un poco de levadura para 
comer n * 

En el escrito det 100 aniversario de ia com- 
pafifa Roche, en 1996, se díce: Jí el aislamien- 
to de esta vitamina antiescorbuto tuvo êxito 
tras los largos estúdios dei húngaro 
A. Szent-Gydrgyi, y Roche se planteaba 
adoptar este método de obtención de la vita¬ 
mina G a partir dei pimiento. [. „| Puesto que 
la síntesis genial de Reichstein demostró ser 
muy prometedora, con eila empezó en reali- 
dad la producción de la vitamina por Roche. 
(*. .| Sin embargo, Barrei juzgó entonces la 
vitamina C como un producto bioquímico 
utilizado raramente, dei cual se podfan ven¬ 
der como máximo 10 kg por ano, y fue muy 
sorprendente que después de unos meses 
resultara ser un producto muy codicíado", 

El preparado de vitamina C lanzado en 
1934, RedoxorP, se encuentra aún hoy en 
el mercado* 



DrõSôphiíú melanogúster 
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irrelevante, pues según las estadfsticas el 95% de las 
bebidas no estãn en los estantes más de tres meses. 

Actualmente el aspartamo todavia es más caro que la 
sacarina y que el jarabe de fructosa produddo enzi- 
máticamente (Gap. 2). $in embargo, si se consigue 
producir mícrobios por ingenieiía genética, para 
haceren cierío modo el aspartamo más barato, “com¬ 
pleto” o sus dos componentes en mayores cantida- 
des, el aspartamo podría ser el vencedor. Puesto que 
su valor nutritivo es extremadamente bajo, se aveci- 
naban maios tlempos para las bactérias de la caries, 
como Streptococcus mutans. Los expertos en ali- 
mentación, sin embargo, dudaron si se aplicaba tam- 
bién para la reserva grasa: las bebidas %/tf proporcio- 
nan al cuerpo una espera de energia, que luego no lie- 
ga y se produce un hambre feroz, que se calma de otra 
manera. Hay verdaderas advertências sobre el aspar¬ 
tamo por parte de los científicos de la almentación. 
En Estados Unidos se crítica el aspartamo por parte de 
algunos cotççtivos, porque en su digestión se origina 
metanol que puede provocar ceguera; pero para eso 
se deberían ingerir grandes cantidades de aspartamo. 

Mundialmente se producen 14 000 toneladas de 
aspartamo al ano. En 2004, el aspartamo parece que 
tuvo una facturadón de 850 millones de dólares. 

Otras dos proteínas aún más dulces se descubrieron 
en unos arbustos dei oeste de África: la taumatina y 
la monelina (Fig. 4.38). Constan de 208 y 94 ami- 
noácidos, y son aproximadamente 2500 y hasta 
100 000 veces más dulces que la cana de azúcar. 
Puesto que los costes para la obtención de estas maté¬ 
rias dulces de plantas son elevados, se está intentan¬ 
do producirias genéticamente a partir de mícrobios. 

Muchos gatos adoran la taumatina. Existe el rumor 
insistente de que ia taumatina o determinados ami- 
noácidos hacen a los gatos prácticamente adictos a 
las marcas de comidas para gatos (Cuadro 4.2). 

■ 4.12 Las células inmovilizadas 
producen aminoácidos 
y ácidos orgânicos 

Japón está especialmente muy avanzado en el cam¬ 
po de las células inmovilizadas (Cap. 2). Ichiro Chi¬ 
bata y Tetsya Tosa (Cap. 2, Fig. 2,23), en Ia com- 
pafiía Tanabe Seiyaku en Osaka, pioneros en la 
ínmovilizadón de enzimas, utüizaron en 1973 un 
proceso mediante el cual las células congeladas de 
Escherichia coli incluídas en gel smtetizaron anual¬ 
mente Ó001 dei aminoácido aspartato (ácido aspár- 
tíco, un componente dei aspartamo) a partir de áci¬ 
do fumárico, Tras 120 dias bajó la actividad de la 


aspartasa de las bactérias coli a la mitad. Las células 
libres tienen, en cambio, una “vida media” de solo 
diez dias. El proceso con células inmovilizadas supo- 
ne un 60% dei coste de producción en comparadón 
con la aplicación de células libres: los costes dei cata¬ 
lizador se reducen desde aproximadamente un 30% 
en las células libres a un 3%, los costes en personal 
de servido y la energia en un 15%. Un reactor en 
columna de 1000 litros de capacidad libera aproxi¬ 
madamente dos toneladas (!) de L-aspartato por día. 

Un proceso similar con células inmovilizadas de 
Brevibacteríum generó 180 toneladas de L-malato 
(ácido málico) por ano a partir de ácido fumárico. 
Ambos procesos utilizan sólo una única enzima dei 
microorganismo (aspartasa 0 fumarasa), que por 
consideracícmes económico-prácticas se deja en las 
células. Se destruyen con precaución en parte las 
membranas celulares antes dei uso, de modo que ya 
no estén disponibles como células vivas. Los sustra- 
tos no se sostienen por la membrana celular, pero 
las enzimas son estables. 

Los microorganismos se utilizan en su forma natu¬ 
ral más bíen para procesos de varias etapas. Un 
buen uso es ei ejemplo de la producción de alcohol 
con levaduras inmovilizadas (Cap. 1), que sin 
embargo ya no es io suficientemente económico. 

Las posíbilid ades de las células Inmovilizadas son 
grandes, En comparadón. con ias células libres, 
vivas, las inmovilizadas se separan claramente 
mejor en la mayoría de los casos, 

Un proceso de Tanabe Seiyaku utiüzó en 1982 dos 
microorganismos inmovilizados “colocados en fila” 
para la conversión de matéria: primero las células 
inmovilizadas de Escherichia coli formaron, a par¬ 
tir de ácido fumárico en un biorreactor de 1000 L, 
L-aspartato, que posteriormente se convírtíó en l- 
alanina con células de Pseudomonas dacunhae 
inmovilizadas en un reactor de 2000 L. La instala- 
ción piloto produjü mensualmente 100 toneladas 
de L-aspartato y diez toneladas de L-alanina. 

■ 4.13 Mutaciones: un camino hacia 
La programación selectiva 
de microbios 

Para obtener un microorganismo a medida para su 
uso industrial, se deben eliminar las propíedades 
indeseadas de una cepa salvaje y conseguir una 
propiedad utliízable reforzada 0 completamente 
nueva. 

Hay vários camínos adecuados: utilizar ias mutacio¬ 
nes espontâneas 0 desarrollar mutaciones artificiales. 



Rg. 4.35 iCõmo cambian los 
tiempos y los gostos! Hay 100 
anos entre los dos anúncios. 
Arribar la original rica en calo¬ 
rias en Estados Unidos, 
Abajo: el praducto^bio* bajo 
en calorias en Asía. 



Fig. 4.36 En ta lata de la 
Coca-Cola light. Junto a la lis¬ 
ta de ingredientes hay un avi¬ 
so para enfermos de fenílce- 
tonuria de la presencia de 
aspartamo. 



Fig. 4.37 El aspartamo es. 
actualmente. por su gusto 
similar al dei azúcar h uno de 
los eduIcorantes mãs 
populares. 



Fig. 4.3S La taumatina se 
obtíene de las frutas dei 
arbusto Ketemfe africano. 
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Cuadro 4.4 Porquê la luz UV 
mata los microbios 



Mediante radíaeíón UV se origina un dímero TT 
(violeta) en la doble hélice de DMA. Se forma un 
anillo de cidobutano entre las dos bases de 
tíminã (arriba), El dímero produce una torsión 
en la hélice (abajo) y debilita la interacciõn con 
la correspondiente pareja ade nina; se rompe 
ligera mente el esqueleto de DMA, 


La luz ultravioleta se absorbe por un doble 
enlace en una base pírimidina (tímina y cíto- 
sína en el DNA), abre el enlace y permite que 
reacdone con las moléculas vecinas. La reac- 
ciún más fremente es una interacciõn directa 
con otra base, la timidina. Se produce asf un 
enlace quimicamente estable (covalente) y se 


origina un fuerte cuarto anillo, Cada célula 
irradiada sufre aproximadamente 50 a 100 de 
estas reacciones por segundo (I) con la luz 
solar; así se originan mutaciones. 



La luz UV se utiliza para ia esteríüzadón de ias 
campanas de cultivo (Ciean Bench), 


Por suerte para nosotros, estos danos desapa- 
recen en general en segundos tras su forma- 
ción. Docenas de proteínas cooperan para 
ello. Cortan en el llamado nucleoüde exci- 
síon repair un segmento de 30 pares de 
bases de longítud, que de nuevo se rellena 
con los nucleótidos correctos, Ésta es nues- 
tra uní ca protecdón contra los rayos UV 
[además de las cremas solares}. Si esta repa- 


ración no se consigue con êxito, se produce 
câncer de piei. Los microorganismos, en 
cambio, utilízan endonudeasas, que sencL 
11amente en un paso cortan y eliminan la 
base danada. La endonucleasa V dei bacte- 
riófago T4 envuelve muy fuertemente al 
DNA, y lo corrige. Se une al lugar que con¬ 
dene un dímero TT. 



Como una enzima 
reparadora de DMA 
(verde) en tu entra el 
dímero TT (violeta), 
lo corrige y trans¬ 
porta ia adenina 
a su bolsilio*a la 
izquierda cerca 
dei DMA* 


Asombrosamente, la enzima no reconoce el 
dímero sino la reducción de la hélice por el 
dímero. La enzima se enrosca ikinfc) al DNA 
en el lugar de la lesión y coloca una base ade* 
nina complementaria en su bolsillo. 



Fig. 4.39 Placas de Petri con 
colonias de microorganismos, 
Saeening de nu evos produc* 
tares de antibióticos en Jena, 


En el caso mãs sencillo, una mutadón puntual 
reemplaza un par de bases dei DNA por otro par. En 
otros casos se puede perder 0 insertar un par de 
bases 0 un fragmento corto dei DNA. Tales câmbios 
ocurren en la naturaleza en todos los DNA: segura' 
mente se deslízan ai copiarse. 

Las mutaciones espontâneas en una determina¬ 
da base son, sin embargo, muy raras: la propordón 
de mutadón media en E. coll para una base reescri¬ 
ta (replicada) se encueotra en 1 Cm°, es decir, [de 
diez mil millones de bases muta como media una 
base! Tales mutaciones permanecen en general 
“mudas” 0 se reparan sencíllamente mediante enzi¬ 
mas (Cuadro 4.5). 

La propordón de mutadón aumenta aproximada¬ 
mente en un factor de 1000 si se tratan microorga¬ 
nismos con mutágenos. Entre ellos se encuentran 
Laradiadón ultravioleta (UV) (produce por ejemplo 
la formadón de dfmeros de dos timinas vecinas dei 
DNA, Cuadro 4.4) t la radlación ionizante (rayos X, 
gamma 0 de neutrones] y una enorme cantidad de 
moléculas químicas relacionadas que reacclonan 
con las bases dei DNA (por ejemplo, el ácido nitro- 
so reacdona con grupos amino) 0 intermmpen el 
proceso de la copia. Tales moléculas activan en pri- 
mer lugar, mediante enzimas dei hfgado (como el 


citocromo P-450), a los mutágenos (por ejemplo 
afratoxina de mohos sobre cacahuetes] [Fig, 4,10) 
formando epóxidos alta mente reactívos, que enton- 
ces reacdonan con guanin.a dei DNA para generar 
enlaces estables, El câncer en los humanos y otros 
mamíferos se origina por mutaciones eo genes que 
partidpan en el control dei crecimiento y mediante 
una reparación dei DNA defectuosa (en muchos 
tipos de câncer intestinal), 

En general, es imposíble mutar un único gen d la¬ 
na. Para me jorar una cepa microbiana mediante 
mutadón se debe disponer de un testsensible, con 
el cual se reconozcan los mutantes raros casuales 
“exactos”. 

Ya hemos visto en Ia producción de aminoácidos 
como se programan los microorganismos de la 
manera deseada mediante mutaciones (4.7): con la 
ayuda de mutaciones naturales y lecturas dirigidas 
se forma una cepa bacteriana que sobreproduce 
grandes cantídades dei amiooáddo lisina, tan 
importante para la vida. 

La situación es otra en los hongos y las bactérias pro- 
ductores de antibióticos: la cantidad producida de 
antibiótico depende de una docena de genes. Así, es 
imposíble encontrar una única mutadón que haga 
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Cuadro 4.5 Et screening (cribado), 
la mutagénesis y la selección 
logran potentes productores 
de antibióticos 

Priraero se toma una muestra dei hábitat de 
interés. 


Aporte 

incrementado 
dei antibiótico • 


Híbrido 


T t TI 


Nueva 

combmaciân 


Unidades por mL 


t tTt I .J_LlJ 


T f 


Ui 


ll 
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ti 

-LL, 

* * 

t 

t T 

L 

j 

t T T ! 

tT -t T 1 



m 


tran millones de míerobíos, la muestra debe 

ttTt 

T T 

T 

' ,TT 

díluirse con agua. Se vierten muestras más 

T_ 

U-tT 

J 


Éstas son Ias placas de Petri, que contlenen 
un nutriente, Entonces se íncuban las pla¬ 
cas de Petri a 25 °C o 37 °C en incubadoras 
durante seis dias, hasta que los microorga¬ 
nismos indivíduales íorman acumulaciones 
(colonias) pequenas bíen vísibles. Si se 
encuentran colonias, forman antibióticos 
si no hay material Inhíbidor en el entorno. 

Si entonces se fntroducen, por ejemplo, 
estreptococos en las placas con las bactérias 
a analisar, és tas forman sobre las placas 
un césped espeso. Sólo las colonias produc- 
toras de antibióticos originan una zona 
muerta. 



Screening visual de “zonas muertas” Formadas 
por los productores de antibióticos 

De estas colonias se toma una muestra con 
un tiilo delgado, compuesto dei metal noble 
platino y previamente hervido para dejarlo 
libre de gérmenes, y con él se liace un test 
de rayado realizando una lfnea sobre una 
nueva placa con nutriente. Iras una breve 
incubación se colocan vertical mente sobre la 
piímera lfnea otras nuevas para realizar dife- 


Cepa salvaje 


Mutadón 
y selección 



rentes tests microbianos, por ejemplo para 
estafilococos, estreptococos, Escftericftia coti 
o levaduras dei género Cândida. Las cepas 
de prueba que se inyectan sobre el nuevo 
antibiótico no crecen cerca de Ia primera 
línea de inoculaciõn, mientras que las cepas 
no inyectadas cerca pueden crecer. 

Ahora se cultiva el productor de antibióticos. 
Si crece bíen, se intenta obtener el antibióti¬ 
co en forma pura. Entonces se analiza ia efi 
cacía dei antibiótico en anímales de expeii- 
mentacíón. 

Mediante una mutadón y una posterior 
selección de microorganismos productores 
de antibióticos se puede mejorar el rendí- 
miento. Se elígen las colonias hijas, se 
selecciona otra vez un mutágeno y final¬ 
mente se analiza su productividad, Tras 
muchos cicios de mutaciones y selección es 
se pueden cruzar los mejores mutantes 
entre sL Mediante una nueva combinadón 
(recombinadón) de genes pueden resultar 
miles de descendíentes genéticamente 
diferentes, muchos de ellos con una mayor 
producción de antibióticos. La penicilina 
es el mejor ejemplo satfsfactorio de scree 
nírtg (cribado), mutagénesis y selección, 
una moderna “evolueíón en la placa de 
Petri”. 


Se elígen ias mefores colonias hijas (coloreadasj 
de la derecha. Aumento dei rendímíento en peni¬ 
cilina mediante mutación y selección, así como 
la fermentadón mejorada de la primera produc¬ 
ción de penicilina, hasta los afios 1990 

Hoy las cepas industriai es de Penicíllfum 
chrysogenum producen 150 000 unida- 
des/ml (aproximadamente 100 mg), en 
eomparacíón con las 4 unídades/mL dei 
hongo de Fleming. 

Mientras que a principias de los anos 1940 se 
poseían 1200 cepas de mohos, la A RS Culture 
Collection, en Peoria, tíene hoy más de 
80 000 cepas microbianas. A Onales de la 
década de 1990, el microbiólogo Stephen W. 
Peterson, en Peoria, descubrió 39 nuevas 
especies de PeniciUium, que se sumaron a las 
102 especies de PeniciUium antes conocidas, 
induyendo la famosa cepa de los meiones. 



Microorganismos sem brados en placas de Petri 


que una cepa salvaje dá enseguida un rendímíento 
eficiente, con valores económicos de quizás algu- 
nos Migramos por litro. Las cepas mdustnales alta¬ 
mente desarrolladas propordonan hoy, por litro de 
medio nutriente, 20 0 más gramos de antibiótico 
como resultado de vários pasos de mutaciones y 
selecdones (Cuadro 4.5). 

En cada paso se trata un cultivo con un mutágeno y 
se anaiízan las colonias resultantes. Si entre miles de 
colonias se encuentra una mutante que desarrolla 


una productividad claramente elevada, ésta sirve 
como punto de partida para un nuevo ciclo de muta¬ 
ciones y selecdones. De esta manera se conduce la 
evolución de un organismo en una dirección no 
natural, hasta que se crea una cepa que garantiza el 
rendimiento económico. Estos métodos son muy 
largos, requieren trabajo intensivo y sus resultados 
no son previsibles en ningún caso. 

No sólo los genes, sino lambién las condiciones de 
cultivo, influyen en el rendimiento en antibiótico. 



Fig. 4,40 En et biorreactor de 
laboratorio se optimizan las 
condiciones dei cultivo para 
cada microorganismo. 
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Cuadro 4,6 Historia de la 
biotecnologia; Fleming, 
la penicilina y el inicio de 
la industria de los antibióticos 

En un dia de otoho dei ano 1928, el micro- 
biólogo Aiexander Fleming [ 1881 -1955) 
revisó en su pequeóo laboratorio dei St Mar- 
y*s Hospital, en Londres, diferentes cultivos 
de pus produddo por bactérias festafílococos). 
El laboratorio estaba 1 leno a rebosar de placas 
de Petri, en las cuales ias bactérias crecfan 
sobre un nutriente de agar-ag^r. ]Pero el des- 
orden puede ser provechosoí 

Fleming había infectado algunas placas con 
bactérias antes de sus vacaciones de verano. 
Ahora estaban cubíertas de colonias bacteria- 
nas claramente visibles. En algunas placas de 
Petri también crecieron, sin embargo, 
mohos. Había sido un verano fresco, y las 
bactérias no habían crecído lo suflciente- 
mente rápido. 

Melvin Pryce, colega de Fleming, fue testi- 
go ocular dei momento estelar de la ciência. 
La historia está escrita en el libro de André 
Maurois “Aiexander Fleming”. 

Fleming, durante la charla, cogió con ia mano 
un par de placas con cultivos viejos y abrió 
la tapa. Vários de los geles estaban cubiertos 
con moho. Algo cotidiano. w Se necesita sólo 
abri? una placa-dijo Fleming- y aparece una 
alteración. Siempre entra algo de aire dem 
tro”. De repente la devolvió dentro, siguió 
un momento de observadón en silencio, y 
entonces dijo con voz más indiferente: “ That 
is fimny..". En la placa que tema delante 
crecfa una colonia de moho especialmente 
magnifica. 

Era extrano que aírededor de la colonia dei 
hongo hubiera una zona libre de bactérias. 

iAhf no asentaba ninguna bactéria, o es que 
morfan? Evidentemente, los mohos prevení' 
an Ia expansión dei estafilococo. 

Guando Fryce percibid el interés de Fleming, 
dijo: “Así descubrió usted la lisozima en su 
momento, <?verdad?” Fleming no dio ningu¬ 
na respuesta. Cogió una muestra dei moho 
con unas plnzas de platino y Ia trasladó a un 
tubo con gelatina como nutriente. 

Fleming coloco Ia placa de Petri a un lado. 

La debía proteger durante toda su vida como 
un tesoro. “Mire usted esto, es interesante. 
Me gustan estas cosas: podrían ser importam 
tes. 1 ' Fleming la mostro a otros colegas. Vista 


la placa, la devolvieron educadamente: “Sf, 
muy interesante”. 

En los dias siguientes Fleming reprodujo el 
hongo sobre el nutriente, que había libera¬ 
do de microbios mediante calefacción. 

Acto seguido sembró, aírededor dei moho, 
diferentes bactérias grampositivas: cadenas 
formadas de estreptococos, estafilococos 
en forma de racimos y neumococos. En 
realidad no se extendíeron todas hasta 
ín medí atamente cerca dei hongo. Las bac¬ 
térias gramnegativas, como Escherichia 
colí y tipos de Salmonella, siguieron cre- 
ciendo más aüá. Fleming denominó a “su” 
moho, representante de los mohos con 
esporangío en forma de pincel, dei género 
Penicillíum, más exactamente como 
Penicülium notatum. 

Reprodujo entonces el hongo en un 
recipiente mayor, con un medio nutriente 
líquido. Una mancha, verdosa de hongo 
cubrió pronto, como un césped, la superfí¬ 
cie dei medio, que tras algunos dias se 
coloreó de amarillo d orado. En los nuevos 
experimentos con bactérias se vio que el 
medio nutriente solo también inhibía la pro- 
llferación de las bactérias. El moho con 
esporangío en forma de pincel debía, pues, 
de alguna manera, liberar al entorno maté¬ 
ria hostil para las bactérias, Fleming la llamó 
penicilina por $u produetor. 

Los estreptococos, los estafiiococos, los cau- 
santes dei carbunco (antrax), la difteria, la 
Fiebre glandular de Ffelffer y el tétanos se 
inhiben con penicilina. 

Fleming no sospechaba que había hecho 
un importante descubrímlento con la peni¬ 
cilina, que iba a salvar la vida de mil lanes 
de personas. Otros experimentos demostra- 
ron, sin embargo, que la penicilina sólo 
dana bactérias, pero no conejos vivos. Fle¬ 
ming no intentó por sí mismo obtenerla en 
forma pura y luehar contra las bactérias 
causantes de enfermedades en animal es de 
laboratorio. 

A su artículo en ei British Journal of Experi¬ 
mental Pathology no se le dio apenas impor¬ 
tância. En 1940, Fleming todavia escribió 
que no valía la pena producír penicilina, 

Su interés principal por la penicilina era el 
aparente efecto selecüvo de diferentes tipos 
de bactérias. Con su ayuda se pudíeron ciasí- 
fícar mejor los tipos. En esa época, otros 
investigadores ya eran conscientes de la sus¬ 
tância inhibídora de bactérias. 






Oxford, conocía el 


1938, Emst Borís Chain [1906-1979), 
en la Universidad de la ciudad inglesa de 

hongo, Con el comienzo 
ia segunda Guerra Mundial, en 1939 se 
presentú de pronto una necesidad enorme 
de remédios para luehar contra las infecdo- 
nes bacterianas de las heiidas. En Oxford, el 
emigrante ucraniano-judío Chain empezó, 
bajo ]a dírección dei australiano Howard 
Florey (1898-1998), un trabajo febril. Gbtu- 
vo penicilina, la purifico de los materiales 
acompahantes dei medio nutriente y evaluó 
el polvo amarillo en ra tou es que habían sido 
infectados antes con bactérias causantes de 
enfermedades. 


Emst Boris Chain 
(1906-1979) 


Howard Florey 
(1S9S-1998), 
Según la opiníón 
de su biógrafo 
australiano, 
ha sidoel único 


australiano que 
proporciono 
algo útil para la 
humanidad. 


Los ratones sanaban en un tiempo breve. 
fEsto era sensacional! Los gobiernos de Gran 
Bretana y de Estados Unidos apoyaban ahora 
los esfuerzQS para obtener penicilina en can¬ 
tidad es suficientes. Debido al significado 
militar, el proyecto se mantuvo absolutamen¬ 
te secreto. 

En verano de 1941 se probo por primera 
vez la penicilina en un paciente de 43 anos 
que sufría una peligrasa infección por estafi- 
lococos y estreptococos. Aunque primero 
consiguló mejorar brevemente, el paciente 
murió un mes más tarde. La cantidad de 
penicilina dísponible era demasiado baja, 
aunque se obtenía de nuevo de la orína dei 
enfermo, que la mujer de Florey llevaba 
cada día al laboratorio. Florey y Chain debí- 
an producir primero grandes cantidad es de 
penicilina antes de poder curar con êxito a 
los primeros enfermos. 
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En julio de 1941 los britânicos Howard 
Floreyy Norman Heatíey empezaron con 
ei trabajo conjynto en Peoria, en Illinois, 
Pronto se llamó a companías como Merck, 
Squibb, Lilly y Pfizer, sólo pocos meses 
antes de que Estados Unidos entrara en 
la guerra. 

Cuando Heatley y Florey fueron a Estados 
Unidos, en 1941, no tuVleron grandes 
resultados para mostrar: 4 unidades/mL 
(1 unidad (unit\ - 0,6 mlcrogramosj. Com 
suítaron a la Academia Nacional de Ciên¬ 
cias y Charles Thom, un experto en Peníd 
Uíum , les recomendô que fueran a la nueva 
unidad de fermentadón dei redén fundado 
Northern Regional Research Lahoratory 
(NRRLj, en Peoria, Illinois. Charles Thom 
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Norman Heatley (1911-2004) es en la práetica el 
hérae silencioso de la historia de la penicilina. 
Heatley ínyectõ a ocho ra tones, el 25 de marzo 
de 1940, no mlllones de estreptococos a cada 
uno, y a ta mitad de etlos tes Ínyectõ penicilina 
una hora más tarde: isobrevivíeronl El comentá¬ 
rio dei jefe Florey, con cierta indiferencia ante 
los ratones vivos, fue "tooks quite promising” 
(parece muy prometedor). 

Heatley no reclbió el prêmio NobeL pero en 
1990 fue el prímerdoctor galardonado de la 
Universídad de Oxford en su historia de 
Soo anos. 



Laboratorfo 
en Peoria, 



Charles Thom 
(1913-1955) 
identifico La cepa 
de PenidlUum. 


(1872-1956) fue el primero en tener 
PenidlUum roqueforti y R camembertí, los 
hongos ac ti vos en la elaboradón dei queso 
(véase Cap. 1 ). 

Un problema: la cepa de Fleming crecfa sólo 
en la superfície (emergente). En el mundo 
entero, el ejérclto americano buscaba ahora 
P. chry&ogenum, causante de Lebre ? que 
podfa crecer sumergido. 

Una simple ama de casa (la colaboradora 
dei laboratorio Mary Hunt, la legendária 
Mouldy Marfl llevó en 1943 un melón 
dei mercado de Peoria enmohecido con 
PenidlUum chrysúgemm Sumergido, este 
hongo produjo 70-80 unidades/mL; un 
mutante aíslado de un único conidio, incluso 
250 unidades/mL. La cepa de PenidlUum 
chrysogenum NRRL, aislada dei melón can- 
taloupee n 1951, fue la madre de las prlntí- 
pales cepas modernas. 

Ei equipo de la penicilina invento, en lugar 
de un cultivo superficial, la tecnologia 
deep-tank para la producciôn masiva de 
penicilina. Éste fue el momento dei naci- 
miento de la industria de los antibióticos. A 
finales de noviembre de 1941, AndrewJ. 
Moyer, experto en alimentos para mobos, 
con Norman Heatley pudo elevar el rendi- 
miento 10 veces utilizando como sustrato 
agua de mafz (com steep liquoi ■). El maíz 
fue, para la economia americana, una plan¬ 
ta dominante (véase tetnbtén Cap. 3 para el 
jarabe de fructosa). 

El laboratorio de Peoria se había creado, 
entre otros motivos, para encontrar una 
forma de eliminar estos desperdícios de 
maíz líquidos que en la producciôn dei 
almidôn de los granos de mafz se acumula 
en cantidades enormes como molesto pro- 
ducto colateral El agua de maíz es una 
mezcla de almidón, azúcar y sustancla 
mineral. 

Más tarde se establedó que la nueva dísolu- 
ción de alimentación, a dem ás de azúcar, 
contiene una sustancia que es un precursor 
qufmlco de la penicilina. Esto facilita Ia pro 
ducción natural dei moho. 

La War Productlon Board de Estados Unidos 
empezó como proyecto en todas partes, por 
ejemplo en la Universídad de Wisconsin- 
Madlson, donde J.F. Stauffer y Myron Bac- 
kus analizaron miles de mutantes inducidos 
por radiación UV (véase Cuadro 4.5). 


Backus y Stauffer lograron elevar la produc- 
ción de 250 a 900 unidades/ml. La mutagé- 
nesis adicional produfo 2500 unidades/mL. 
Otras universidades se invoiucraron: 
Stanford, Minnesota y la Carnegie Institu- 
tíon en Cold Spring Harbor 



Producdón de penicilina en Oxford en 1940 , 

A finales de 1942, en Estados Unidos trabaja- 
ban con la penicilina 17 companías. 

El 1 de marzo de 1944 se Inauguró la prime- 
ra gran instalacíón con cultivo sumergido en 
Brooklyn, NY La producciôn saltó de 210 
mlllones de unidades en el ano 1943 a más 
de 6,8 trillones de unidades en el ano 1945. 
En mayo de 1943 se trataron con penicilina 
en un hospital 1500 militares. Sólo un afio 
más tarde se salvaron 
innumerables heridos dei día D [6 de junlo 
de 1944) gradas a la penicilina. Las propor¬ 
ciones habfan aumentado desde botellas de 
1 litro con menos de un 1 % a tanques de 
10 000 galones (un galón son 3,8 litros) con 
un contenido en penicilina dei 80 a 90%. 



Cliente satísfecho: la penicilina se vendia en 
1945 en todas las farmaçias de Estados Unidos. 


A partir dei 15 de mayo de 1945 se tuvo 
libre acceso a la penicilina en todas ias far¬ 
inadas de Estados Unidos. 

Fleming, Floreyy Chain recíbieron en 1945 
el prêmio Nobel. Hasta el día de hoy se 
lamentan los britânicos de haber persuadido 
a Florey de no registrar nínguna patente de 
la penicilina por motivos éticos. 

La Universídad de Oxford no consiguió nunca 
una parte de Ia fantástica obtendón de la peni¬ 
cilina de los americanos. Más grave aún: |el 
Reino tuvo que pagar durante anos la cuota de 
lícenda a las companías de Estados Unidos! 
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Fig.4,41 Alexander Fleming y 
sus notas de labora to rio sobre 
tas placas de Petri eon bacté¬ 
rias lisadas con penicilina. 



Frg. 4.42 Sobre un melón 
cantatupo {cantatoupe) se 
encontro et hasta entonces 
más potente productor de 
penicilina (experimento rea¬ 
lizado por et autor). 



Fig. 4.43 Moderna produc- 
ciõn de penicilina en cultivo 
sumergido. 


Al principio se encuentran facilmente mutantes 
ventajosas, cuyo rendimíento se mide según las 
colonias Individuales credentes sobre las placas. 
Pero finalmente se mejoran Ias cepas en el labora¬ 
tório, también si es posible analizando condiciones 
similares a las de los enormes reactores. A pesar de 
estas dificultades se producen hoy más antibióticos, 
como la penicilina, a partir de cepas altamente pro- 
ductivas, que se desarrollaron en 20 0 30 ciclos de 
selecdón -un trabajo que duró dos 0 más décadas. 

■ 4,14 Penidllium notaturm el hongo 
milagroso de Alexander Fleming 

La mayorfa de nosotros no hemos vívido la época 
en que los médicos se enfrentaban casi sin recur¬ 
sos a las ínfecciones bacterianas graves. Una der- 
matitis bacteriana provocaba casi ínevitablemen- 
te la muerte, Los pocos casos de meningitis causa¬ 
das por meníngococos que sobrevivfan, sufrfan 
discapacidades mentales. Las ínfecciones pulmo¬ 
nares producidas por neumococos se conocían 
con el nombre de “amigo dei viejo” porque con- 
cedían una “muerte misericordiosa” a las perso- 
nas andanas, 

Con este trasfondo, la penicilina debió aparecer 
como una medicina milagrosa, con su elevada efi¬ 
cácia contra un gran número de bactérias patóge- 
nas y su bajísima toxiddad. En 1928, el conocido 
microbiólogo Alexander Fleming (1881-1955), 
al cual conocfamos por la lisozima (Cap. 2), obser¬ 
vo que Penidllium notâtum inhibía determinados 
cultivos bacterianos (Fig. 4,41j, 

La penicilina marcó el principio de ona nueva era 
en la lucha contra la enfermedad. El Cuadro 4,6 
describe detalladamente este descubrimiento, que 
al principio infravaloró el propio Fleming, y la con- 
tríbución de Florey, Heatley, Chain y otros, Las 
posteriores curaciones de ínfecciones bacterianas 
Undaban con el milagro. Pero la preparadón de ia 
penicilina era demasiado difícil y demasiado cara. 
Para tratar solamente un único paciente se debfan 
obtener y procesar aproximadamente 1000 litros 
de "mezcla de hongo”. 

Se debían solucionar tres problemas: 

• había que encontrar un tipo de moho con espo- 
rangio en forma de pincel con la mayor produc- 
ción de penicilina (Gap. 4.15) 

• generar el hongo en enormes cantídades (4.16) 

• definitivamente, se neeesitaban procedímientos 
para separar la penicilina pura dei medio 
nutriente (4.17). 


■ 4.15 Screening: biotecnólogos 
a la caza de hongos 

En el mundo entero se busco con gran esfuerzo un 
mayor productor de penicilina que el Penidllium 
notâtum de Fleming. Se ciútivaron los hongos encon¬ 
trados en médios de nutricíón y se analizó la capaci- 
dad de producir penicilina. Para la búsqueda selecti- 
va de microorganismos se desarrolló un programa de 
screening. La palabra inglesa screening significa fil¬ 
trar con un colador (cribado) (Cuadro 4.5). 

La búsqueda de los mejores productores empezó a 
avanzar después de que el gobierno estadouniden- 
se participara en el proyecto de ia penicilina decisi¬ 
vo para la guerra. En el laboratório de investigación 
americano de Peoria, Florey encontró el soporte 
activo. Hasta 1943, sin embargo, no se había podi¬ 
do encontrar un mejor productor de penicilina que 
el hongo de Fleming, 

Precisamente en la puerta de casa, en ia mísma Peo¬ 
ria, se encontró el moho que más tarde se denomi¬ 
no Penidttium chrysogenum, 0 sea, de otro tipo 
que el hongo de Fleming. Se encontró sobre el 
melón cantalupo [cantâloupe) [Fig, 4.42) y resulto 
ser un moho enormemente produc ti vo. Aetual- 
mente se cultiva este moho. Aún hoy, la mayor par¬ 
te dei moho con esporangio en forma de pincel uti¬ 
lizado para fabricar penicilina procede dei melón de 
Peoria. 

De modo similar a la reproducción de anímales y 
plantas, siempre son los mohos de mayor eficacia 
los que proliferan, y durante generadones se han 
venido obteniendo hongos de gran eficacia. 

En la década de 1920 se determino que la composi- 
ciòn genética se cambiaba artificíalmente. Los rayos 
X y determinados productos químicos provocan 
grandes mutadones en las células. En los mohos 
con esporangio en forma de pincel, los investigado¬ 
res utilizaron los rayos X, la radiación ultravioleta y 
el tratamiento con productos químicos (gas mosta- 
za), y se eligieron entonces los mejores formadores 
de penicilina, En conjunto, estos mohos se sometíe- 
ron a tales procedímientos más de 20 veces (Cua¬ 
dro 4.5). Los mejores mutantes de los hongos produ- 
jeron finalmente siete gramos de penicilina por litro. 

El hongo de alta eficacia actual se diferencia 
mucho de su predecesor de princípios de los anos 
1950, Forma como media 100 g de penicilina en 
un litro de caldo nutriente, que es 2000 veces más 
que la que podia formar el hongo unido al melón. 
;Se producen 20 000 veces más que la que produ- 
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Cuadro 47 tomo funciona 
La penicilina: inhibidoresde 
enzimas que actúan como 
moléculas sucedâneas 

El desarrollo de la penicilina fue una etapa 
muy importante para el nadmíento de una 
bioindustria moderna. Sin embargo, por qué 
la penicilina mata a determinados microbios 
permaneciô durante mucho tiempo sin ada- 
rarse* 

Hoy sabemos que las bactérias, ai crecer, 
toman penicilina junto con ios médios nu¬ 
trientes* Las bactérias deben unirse durante 
su división a ias nuevas paredes celulares 
mediante cadenas laterales de aminoáddos 
con 3a ayuda de sus enzimas especiales cons- 
tructoras de paredes. La penicilina inhibe 
estas enzimas durante su trabajo. Es una 
“molécula $ucedánea íh , es decír, la penicilina 
ve su siistrato enganosamente similar, se une 
e impide así la transformaciõn dei sustrato 
*autêntico" en un elemento de la pared* 

Esto se denomina inhíbidón competitiva. 

El mecanismo de acción Io aclaró en 1957 el 
posteriormente ganador dei prêmio Nobel 
Joshua Lederberg fn acido en 1925)* 
Mediante un experimento se demostró que 
la penicilina simplemente impide la unión de 
la pared celular bacteriana. En la disoludón 
nutriente, que tenfa un elevado contenido 
en sal, las bactérias pudíeron crecer a pesar 
de la presencia de penicilina, pero no se for- 
mó ninguna pared celular. Se obtenían así 
protoplastos de bactérias “desnudas 71 , sin 
pared celular, que sí se transferían a un 


medio nutriente normal explotaban porque 
les faltaba la protecdón de la pared celular* 

En 1965 James Parkyjadc Strominger des- 
cribieron el mecanismo de acción exacto de la 
penicilina: la pared celular de las bactérias 
consta de largas cadenas de azúcar (mureína) 
que están conectadas mediante cadenas poli- 
peptídícas (peptidoglicanos). Esta formadón 
de puentes se cataliza con ia enzima glico- 
péptido transpeptidasa. La penicilina blo¬ 
quea esta enzima, ofreciéndose como perfecta 
imitación de un puente proteico y causando 
de este modo el finai de la producción de la 
pared celular de las bactérias. El resultado de 
la acción perturbadora de la penicilina es catas¬ 
trófico para las bactérias: se originan tugires 
no estancos en las paredes celulares y éstas ya 
no pueden mantener la presión osmótíca de la 
célula, que se híncha y explota. 

U penicilina inhibe, pues, la pralíferadón de 
las bactérias, pero no mata las bactérias adultas. 
jPor eUo no es suficiente tomar penicilina sola- 
mente durante el tiempo en que uno se siente 
enfermo! En el momento en que se divide una 
bactéria, la penicilina puede efercersu acción 
Inhibldora sobre ei crecimiento bacteríano. Por 
ello, la penicilina se administra durante vários 
dfas y es muy peligroso interrumpir el trata- 
mieuto arbitrariamente, en contra de ia pres- 
cripción médica, en cuanto uno experimenta 
una cierta mejoría* Los microbios supervivien- 
tes se recuperan entonces rapidamente, prolife¬ 
ram y el paciente puede sufrir una grave recaí¬ 
da* Los microbios supervivientes incluso se han 
hecho en parte resistentes y aceleran la lucba 
entre humanos y microbios. 


Pared celular bacteriana (grampositivo) 

.Esqueleto de mureína 
l ( cone ctado por cadenas peptídicas) 



■ Membrana citoplasmátka 



Cadena peptídica, 

que conecta el esqueleto de mu rema 



CefaLosporina 



Pared celular que ha explota do tras la acción 
de la penicilina 

Acción de los antibióticos con un anfllo 
de lactama: ambos Implden porsu similitud 
a la cadena peptídica las conexiones cruzadas 
de las cadenas de mureína. 


cia el hongo de Remíng! Los grupos de microbios 
de un tipo que se díferendan fuertemente en sus 
propiedades, y tambíén las heredan, se denominan 
cepas* Las cepas de alta eficacia son generalmen¬ 
te tan delicadas y tan mimadas por los biotecnólo- 
gos que no podrían sobrevivir en condiciones nor- 
males naturales (al igual que muchos de nuestros 
anLmaies domésticos). 

El supermoho no utiliza su propia capacidad de for¬ 
mar 1000 veces más penicilina que su predecesor. 
Esta sobreproducdón la fuerzan los humanos, modi¬ 
ficando su programa hereditário y cambiando sus 
condiciones de vida, de la mísma forma que un ani¬ 
mal doméstico moderno puede existir y reproducir- 
se só Io en un mundo artificial, a temperaturas agra- 
dables, con alimentación suficiente y apropiada, y 
protegido de competidores y enemigos naturales. 


■ 4,16 EL menu de los microbios 

íGuê necesita un microorganismo para encontrar- 
se bien? Primero, comida* Preferentemente los 
microbios “comen” las sustancias orgânicas fácil- 
mente digeribles, elementos básicos como glucosa, 
ácidos grasos y aminoácidos. Las sustancias comple- 
jas, como almidón, celulosa, pectinas y proteínas, 
en general no pueden utilizarias directamente, Se 
deben preparar fuera de la célula* Para ello sólo hay 
un ca mino para los microbios: las enzimas extra- 
celulares (Gap. 2)* Por ejemplo, para degradar 
almidón a glucosa, las células deben segregar amila- 
sas a su entorno {el medio). Se podría ver como un 
tipo de digestión externa. 

En el medio, las amilasas fragmentan el almidón 
hasta que los microbios están rodeados de glucosa, 



Fig. 4*44 Pequeno fermenta 
dor para la producción de 
antibióticos en un trabajo 
preliminar de jenapharm. 
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Cuadro 4,8 Historia de la 
biotecnologia: El calor, el vacío 
y el frio - Conservas estériles 

Ya 50 anos antes dei descubrimiento de 
Pasteur, el coclnero francês Nicolas Appett 
invento -sín el conodmíento de los rrdcro- 
bios vivos - la esterilización por calor. 



El co cinero Nicolas Appert (1749-1841), 
fundador de la industria de conservas com 
Napoleân. 


En í 795, Napoleón fijó un precio por encon¬ 
trar un proceso utílizable para poder hacer 
duraderos durante largo tiempo los alimen¬ 
tos de la camparia de su ejército, Appert tra* 
bajó 14 ados en ello. Calentd los alimentos 
en botellas y vasos, y tapo el contenido 
impermeable al aire con coTchos* El princL 
pio obturador de vacío se con si guio con los 
experimentos realizados por Otto vem Gue¬ 
ricke (1Ó02-1Ó8Õ) y Denis Papín [1647- 
1712). 

Otto von Guericke se hízo famoso con el 
experimento histórico ante el Parlamento 
Aiemãn, en Regensburg, elano 1654, con 
los denominados “hemisférios de Magdebur- 
go”, con los cu ales demostro a sus asombra- 
dos espectadores el ta mano y la fuerza de la 


presión dei a ire. Para demostrar la capaddad 
de trabajo de la presión dei aire, en 1657 
Guericke intento separai; hasta con ló 
caballos, 3as dos mitades de una esfera vacía 
por bombeo. É1 no sabia que había descu- 
bierto con elio una parte esendal dei proceso 
de preparadún de conservas: el cierre al 
vacío de los frascos. 

Las conservas de Appert duraban meses; 
también las probó la ínarina francesa. 

En 1809, Appert consiguid 12 000 francos 
de oro, íuna fortuna! Hoy serían, según 
los cálculos de algunos historiadores, 
250000 eums). Divulgo su método y con 
eílo fue el fundador de la moderna indus- 
tria de conservas, 

En 1 810, el britânico Peter Durand solu- 
cionó el problema de la rotura dei cristal en 
las conservas: fabrico latas de acero forradas 
con estafio. Había nacido la lata de conser¬ 
vas. Los britânicos llamaron a la carne en 
conserva embalmed meat [carne embalsa¬ 
mada). 

El 19 de mayo de 1845 partió de Londres 
una expedición. A bordo de dos embarcado- 
nes se encontraban los 134 mejores ofícíales 
y equípos de la marina britânica bajo el man¬ 
do dei experto polar Sir John Franklin, Su 
objetivo era explorar el paso norte-oeste. 
Nunca antes se había equipado a una expedi- 
dón de este tipo con tanto lujo: cafderas de 
agua caliente para la calefaccíón, hélices de 
barco accíonadas por presión de vapor, pla¬ 
cas de Merro como protectores para el hielo, 
y conservas y combustíble para al menos tres 
anos. Nadie podfa sospechar que ninguno 
volvería vivo de ese viaje. Una tragédia 
incomprensibie dei siglo XIX: <mómo no se 
pudo salvar un equipo tan experimentado? 

En 198ó se liberaron dei hielo tres de los 
marinos enterrados en él y se investigaron 
cuidadosamente. La tripulaclón de Franklin 


no murió, como se habfa supuesto, de ham- 
bre, frio 0 escorbuto, sino de un masívo 
envenenamiento por plomo. Los asesínos 
fueron las latas de conserva de las pro visio¬ 
nes, en ese momento todavia un nuevo des- 
cubrimiento. Se habían cargado 8000 latas 
en las em bare aciones, que estaban soldadas 
con plomo y, según el fabricante de estos 
suministros había confesado, debido a una 
obvia presión de tiempo, en el interior de ias 
latas se habfan hecho juntas de soldadura. 
Una gran cantidad dei infinitamente veneno¬ 
so plomo fue captado por los marinos con la 
alímentación diaria y produjo el envenena¬ 
miento, Los metales pesados destruyen los 
puentes disulfuro en las proteínas y actúan 
con ello como inhlbidores de enzimas (véase 
Cap. 3). Los sintomas típicos de la enferme- 
dad eran anorexia, agotamíento, írritabili- 
dad, paranoia, perdida de concentración, 
incapacidad para tomar decisiones claras... 
Se encontró la prueba en los análisis de los 
te] idos en los cadáveres encontrados: una 
sobredosis de plomo de aproximadamente 
diez veces. 


Propaganda para el aparato de enlatar y un 
frasco de vídrío con pina dei ano 1897. 

Casl 100 afios tras la expedición de Franklin, 
el estadounidense Clarence Birdseye 
1188Ó-195Ó) fue a una expedición al Labrador 
para el Servido Geográfico de Estados 
Unidos. 





Fig, 4.45 El autodave utiliza 
vapora presión para esterili¬ 
zar medi os nutrientes. 


que puede ser captada fádlmente, Sí utüízan prote¬ 
ínas, las células liberan las proteasas fragmentado- 
ras de proteína, y de Ia degradadón de la celulosa 
en el medio se oeupan las ceiulasas (Gap. 2). 

En Ia industria se utilizan, junto con ia glucosa, tam¬ 
bién el almídón y el azúcar de remolacha. El almi- 
dón proviene de bs cereales, el azúcar dei maíz o de 
la melaza. La melaza es un resíduo oscuro, viscoso, 
que se acumula en la produedón de azúcar y contíe- 
ne aproximadamente la mitad de azúcar de remola- 


cha. El almidón insoluble en agua se cuece prime- 
ro y con ello se hace soluble, y con la ayuda de las 
amilasas, que se obtienen de los míerobios, se degra¬ 
da a azúcar. Otros alimentos, como los amínoácidos, 
provienen de la harioa de las habas de soja, dei agua 
de maíz (com steep liquot) o dei concentrado, ei 
produeto residual de la fabricación de cerveza. 

Finalmente, para su crecimiento los microorganis¬ 
mos también necesítan sales minerales (sales de 
amonio, nitrato, fosfato) y, según el tipo, más o 
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Notó que el pescado y la carne de caribü, 
expuestos al helado aire ártico, aún estaban 
frescos meses después de su cocción. Llegó 
a la condusión de que la congelaclún rápi¬ 
da a temperaturas extremadamente bajas 
era el secreto de la frescura. Desarrolló 
entonces en Estados Unidos su Multiplate 
Quick Freeze Machine , patentada, y conge- 
ló en un instante carne a 40° Fahrenheit. 

En 1925 se produjo el primer filete de pes¬ 
cado congelado, y luego vinieron otros ali¬ 
mentos. Tras el desastre inicial, ya no era 
posibie imaginar la vida de los americanos 
sin comida congelada. 



Johann Weck (ízquierda) y Georg van Eyck 
(derecha). 


En ia Segunda Guerra Mundial, el estano era 
escaso debido al control inicial de los japone¬ 
ses sobre el Pacífico, Además, todas las latas 
de estano disponibles se desviaban en Esta¬ 
dos Unidos para el consumo por parte dei 
ejérdto - jun inicio ideal para Frozen Food 
de Birdseye, pues no se necesitaban latas de 
estafto! 

Una forma U muy alemana" de conserva es 
el enlatado; los inquietos americanos nunca 
habríau dedicado tlempo a eso. 

En Álemama, Rudoif Rempel f 1859-1893) 
consiguió una patente de su método en 


1892. Su esposa escríbió más tarde a ia 
companía Weck: “han pasado 50 anos desde 
que mi difunto marido, et Dr + Rudoif Rem¬ 
pel, químico en la compafiía para destilación 
dei carbón en Gelsenkirchen, hizo los pri¬ 
me ros experimentos para esterilizar los pro- 
ductos alimentarios. En ellos utílizó vasos 
de los laboratorios químicos, cuyo borde 
habfa puiido. Equipo los vasos con un aníllo 
de goma y una tapa de hojalata y cocinó el 
alimento al bafio Marfa, colocando un obje¬ 
to pesado [piedra o peso) sobre Ia tapa dei 
vaso. 

La ieche esterilizada, que él abrió meses 
más tarde cuando fue de visita al laborató¬ 
rio, para preparar café, sabía maravillosa- 
mente fresca. Entonces empezaron los 
experimentos en casa, los domingos en que 
no trabajaba, con fruta y verduras, que 
recogíamos en nuestro gran jardim Yo pulí 
los vasos en el fregadero con la ayuda de 
polvo esmerilado, lo que no me dio poco 
trabajo, y probamos a esterilizar todos los 
posibíes tipos de fruta y verdura con buena 
apariencia. Algunos vasos no cerra ron, pero 
los cerrados mantuvieron fantasticamente 
su contenido. Ahora trataba de fabricar un 
aparato que mantuviese la tapa dei vaso 
mientras se coda. Un aparato en el que se 
enroscaran los vasos al cocer se aplicó en 
unos pocos casos. Construyó entonces un 
aparato que sostenía los vasos bajo presión 
elástica, (...) 

Entre los primeros clientes había un tal senor 
johann Weck. Él mostré un gran interés 
por el material y pidió un vagón entero de 
vasos. En ei ano 1895, Weck, tras comprar 
ía patente de Rempel, se traslado a la fronte- 
ra suiza, hacia Õflingen, cerca de 
Sáckingen, en BadenT 

Un comerciante muy capacitado, Georg 
van Eyck, fundó junto con Johann Weck, 


el 1 de enero de 1900, la companía J. Weck 
& Co. 

El mismo Weck dijo: “No hubo paciência, 
la compafiía abandono por razones persona- 
les y familiares pronto tras su fundación, en 
el ano 1902, con un gran acue rd o" (citado 
de un escrito de la companía). Georg van 
Eyck entrenó a sus companeros de trabajo y 
organízó en todo ei país con ahtnco ta intro- 
duccíón y la venta dei vaso de Weck y dei 
aparato de Weck. Intiodujo profesoras de 
economia doméstica, que daban conferen¬ 
cias en escuelas de coctna, parroquias y 
hospí tales con instrucciones prácticas sobre 
los vasos y aparatos, y mejoró constante¬ 
mente los vasos de cocción, los anilios de 
goma, los aparatos de cocción, los termó¬ 
metros y aparatos auxiliares, que se vendie- 
ron bajo la marca Wecfà, Sus agradecidas 
destinatarias fueron ias ahorradoras e indus¬ 
triosas amas de casa alemanas -jun êxito 
completo 1 

Con la marca Wed&\ Van Eyck creó uno de 
los primeros artículos de marca en Alemania 
y estableció un anuncio sumamente progre- 
sista, en el que como indicativo de marca 
( Trademark) se utílizó una fresa con la pala- 
bra Weck escrita. 



menos oxigeno. Algunos microbios, como las meta- 
nobacíems, deben protegerse completamente dei 
oxigeno, porque es tóxico para ellas. 

Cuando se empezó a cultivarlos durante la Segunda 
Guerra Mundial, primem se utilizaron médios nutrien¬ 
tes que contenían glucosa y también sales mínerales. 

Los hongos utEízaJban el azúcar ycrecían rápídamert- 
te. Sin embargo, formaban poca penicilina. Casual¬ 
mente se encontró, en el laboratorio de Peoria, un 
medio nutriente ideal, que es más barato y bueno 


para la producciôn de penicilina: ei agua de maíz. Las 
ironias de la historia: en Peoria se había creado espe¬ 
cialmente un departamento para buscar formas de 
eliminar el agua de maíz sin produdr contamina ción. 

Igual que para los mohos con esporando en forma de 
pincel, para cada tipo de mícrobio se de.be encontrar 
la mezcla de alimentación apropiada; además, debe 
ser lo más barata posibie. En realidad se dejan para el 
pienso todos los productos residuales que contienen 
azúcar, por ejemplo resíduos de la agricultura o aguas 



Fig. 4.46 Para cada microor¬ 
ganismo (aqui bactérias) 
debè encontrarse la apropia¬ 
da mezcla de nutrientes* 
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residuales de las fábricas de celulosa. Los microorga- 
nismos especiales son capaces incluso de utilizar 
matérias dificilmente digeribles, como resíduos dei 
petróleo y produetos de desecho plásticos. Con eUo 
es posibíe utilizar materiales que, de lo contrario, 
alcanzarían las aguas residuales o intoxicarían de otra 
manera nuestro entorno, Estas matérias no son sólo 
baratas sino que seria muy caro conseguirias de otra 
manera. La biotecnologia explota reservas de pienso 
que de Io contrario no se utilizarían, y ayuda al mis- 
mo tiempo a mantener limpio el medio ambiente. 

■ 4,17 La biofãbrica moderna 

íNinguna chimenea humeante! Contenedores de 
acero inoxidable colocados verticalmente en un 
espado claro, soldado, de la medida de una cister¬ 
na, que están rodeados de un laberínto de gasoduc- 
tos, válvulas y aparatos indicadores. Fuera, a cíelo 
abierto, se encuentran otros colosos de acero, gran¬ 
des como altos hornos. Los contenedores de acero 
se denominan biorreactores 0 fermentadores. 

Los biorreactores modernos (Cuadro 4.10) son ver- 
daderos prodígios de la técnica y el resultado de 
décadas de trabajo de Investigadón, Para su de- 
sarrolio, ia “caza” de la penicilina fue un impulso 
decisivo. Guando Florey, Chain y Heatley buscaron 
recipientes para reprodudr los mohos con esporan- 
gio en forma de pincel, empezaron con un pequeno 
frasco plano de cristal. 



Fig. 447 Biosíntesis de 
penicilina en La céluiaa 
partir de piruvato. 



Fíg. 4.48 Los paquetitos de 
mas a chinos (Dim sum) se 
cocinan en cestos de bambú 
sobre vapor de agua. y con 
eito los microb 105 mueren de 
modo efectívo. 


Hn ia superfície de Ia solución nutriente (cultivo 
Emmer) nadaban los hongos, Con ello nunca se 
pudo producir tanta penicilina como para cubrir la 
demanda para curar a personas enfermas. Los fras¬ 
cos de vidrio necesitaban un espado. Los científicos 
se dijeron que el hongo no debfa crecer solamente 
en la superfície, sino prosperar en el conjunto de la 
solución nutriente sumergidos, pues su reproduc- 
ción seria sendlla y ahorrarfa espado. 

Sín embargo, la cepa salvaje de Pemcillmm nota- 
tum de Fleming se podia multiplicar solamente en 
la superfície. Por fortuna, se encontro en Peoria una 
nueva cepa de PenicllHum chrysogenum que, al 
mismo tiempo, jera buena “buceadora”! 

Grece también en un cultivo sumergjda si se con- 
sigue enriquecerío con oxfgeno, como cuando se 
bombea oxigeno para los peces en un acuarío. Para 
bucear, el hongo necesitó a Andrew Moyer en 
Peoria (véase Cuadro 4.6). 

Para la producción de penicilina hoy se utilizan prín- 
cipalmente biorreactores con 100 000 a 200 000 
litros de capacidad. En los reactores de laboratorio 
sólo caben algunos litros de solución nutriente, para 


producir nuevos descubrimientos sobre los micró¬ 
bios, El êxito depende dei trabajo conjunto de cien¬ 
tíficos, ingenieros y construetores; un proceso bio- 
tecnológico que genera buenos resultados en el 
laboratorio, también funciona en biorreactores 
industríales 10 000 veces más grandes. Pero la 
ampliación dei patrón [scaíing up) suele ser un pro¬ 
blema complicado (Cuadro 4.10), 

Naturalmente, para que los microbios se eocuentren 
bien también es importante la temperatura dei 
medio. La “temperatura de confort” de los organismos 
princípales se encuentra en un intervalo de 20 a 50 °C; 
se producen pues, preferentemente, a temperaturas 
desde normales hasta tropicales. Por ello descubrimos 
pocas chimeneas en la biofãbrica. Por el contrario, 
para la producción de sustancias en la industria quími¬ 
ca se requíeren temperaturas de más de 100 °C. 

No obstante, los procesos bíotecnológícos a menu- 
do requieren refrigeración, y a veces esta es más 
cara que la calefacción. Así, como muchos seres 
humanos en un pequeno espacio, los mohos y otras 
células en el bíorreactor producen por su metabolis¬ 
mo un exceso de calefacción. Las paredes dei bio- 
rreactor deben refrigerarse con agua para evitar un 
sobrecalentamiento mortal 

■ 4.18 Calor, frío y sequedad nos 
mantienen los microbios en el cuello 

En los biorreactores, las perturbaciones ínvisíbles 
causan grandes preocupaciones al biotecnólogo 
(Cuadro 4.10). 

iQué necesitan ias mejores cepas de penicilina, si 
en ei bíorreactor los microbios indeseados se ali- 
mentan dei medio nutriente, inhiben el crecimien- 
to dei hongo 0 ceden matérias tóxicas a la disolu- 
ción de alimentadón? Todos los médios nutrientes 
y también el aire bombeado hacia dentro deben 
calentarse durante un corto tiempo y así hacerlos 
libres de microbios (estériles). 

Los biorreactores también se esterilizan antes dei 
início dei crecimiento de los microbios. También el 
caldero se esteriliza con vapor. Hay otra estratégia 
para reducir el peligro de Mección: si en el caldero 
existe una sobrepresión baja, a los gérmenes les es 
difícil entrar desde fuera. Especialmente grande es 
eí peligro de infección en las válvulas de salida y 
entrada. Para garantizar aqui unas condiciones 
libres de gérmenes, se insufla vapor de agua calien- 
te a través de los tubos de apertura de las válvulas, 

El calor se aplica también al metabolismo (Fig. 4.48) 
y en la industria de alimentos para matar gérmenes, 
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Cuadro4.9 Preparación 
biotecnológica de antibióticos 
- Cómo y dónde actúan 

Hasta afiora se han aislado más de 8000 anti¬ 
bióticos de microorganismos y más de 4000 
de organismos superiores. 


Segun su mecanismo de acción, los antibióti¬ 
cos pueden dasificarse a grandes rasgos en 
tres grandes grupos: 



í * Inhíbidores de la pared celular 
Los antibióticos [Mactama [penicilina, 
cefalosporina y sus derivados), con un 
anilio lactama de cuatro miembros, son los 
más importantes, Se producen anuaimente 
30 000 L Impiden e! cruzamiento pepifdico 
en la pared celular bacteriana. Los represen¬ 
tantes más importantes son ia penicilina G 
y la cefalosporina C, que se producen de for¬ 
ma semisintética. 

Sobre la membrana celular de levaduras 
y hongos (no en bactérias) trabajan los 
polienos, que se nnen preferentemente a 
estreptomlcetos. Mgunos, como Ia nistatina 
y la anfoteridna B, se ntilizan en las ihfeccio- 
nes por Candída, y la pi m ariana en la elabo- 
ración de queso. Tamblén el glucopéptido 
vancomicina, de Amycolatopsis orientales, 
inhibe la sfntesís de la pared celular bacteria¬ 


na. Se aplica sobre todo como último recurso 
en infecciones por Staphylococcus aur&us 
resistentes. 

2, tnbibidores de ia síntesis de proteínas 
Las tetraciclinas son antibióticos de amplio 
espectro, y después de los [i- lactam a son los 
principaíes antibióticos que se ntilizan. Tienen 
una cotizadón en el mercado de más de tres 
mil millones de dólares. Se unen a la subuni- 
dad 30S de los ribosomas (véase Gap. 3) y se 
forman ex cluslvamente de estreptomlcetos. 
Las antradclinas, como la doxorrubicina, 
inhiben la repücaclón dei DNA, sobre el cual 
se unen en el “stirco” de la hélice e inhiben 
las topoisomerasas (las topolsomerasas modi- 
fican la “espiralización" de la hélice dei DNA 
y desempehan, por Jo tanto, un papel decisi¬ 
vo en la replícaclôn, la transe ripei ón y la 
recombinación). 

El doranfenicoi de Streptomyces veneztie- 
/aees eí primer antibiótico históricamente 
de amplio espectro y bloquea la 
peptldíl transferasa de los ribosomas, 

La griseofulvina es un antibiótico fungicida 
producido por fermentación que inhibe la 
división celular de hongos y la formadón dei. 
huso celular, Se utiliza contra dermatosis y 
en plantas contra los hongos, 

3, Inhibidores dei DNA 

Los antibióticos macrôMdos inhiben las bac¬ 
térias grampositivas uniéndose a la subunidad 
SOS de los ribosomas bacterianos, y con ello 
intermmpen la cadena polipeptídíca creci en¬ 
te, La eritromidna y la espiratnidna se uti- 
lizan en infecciones de Ias vias respiratórias, 

La eritromidna la prodnce Streptomyces 
eiythreus (ahora Saccharopolyspora erythrea). 
La relacionada tilosina (contra micoplasmas) se 


utiliza en ia disenteria porcina (prohibida en )a 
UE, permitida en China). Tienen una cotiza¬ 
dón en el mercado de 2óG0 millones de dóla¬ 
res americanos. 

Las ansamidnas, como la rifam piei na, un 
derivado semislntético, son los principaíes 
antibióticos contra la tuberculosis y la lepra, 
inhiben la RN A polimerasa de las bactérias 
(pero no la de eucariotas, véase Gap, 3) 
mediante la unlón a su subunidad p. La 
matéria prima para la rifampícina se produce 
mediante Nocardia mediterranei {hoy Amy¬ 
colatopsis). Los antibióticos peptídicos, 
como la bieomicina de Streptomyces vertici- 
IliiSf son importantes antibióticos canceríge¬ 
nos. Para conseguir la inmunosupresión se 
utiliza la ciclosporina, que se forma en 
Tolypocladium tnflatum Anual mente se pro¬ 
ducen tres toneladas, con una cotizadón de 
130 millones de dólares americanos. 

Cada ano se convierten cuatro toneladas de 
badtracina de BacíUus Rcheniformp por 
100 millones de dólares, para curar heridas, 
y mãs de 200 toneladas por 20 millones de 
dólares para aditivos de plenso. 



En el ribosoma se colocan ta tetradriina, eí 
tlúranfenkol y los antibióticos macrõlidos, Inhi¬ 
ben \a biosíntesis de proteínas de ias células. 


o $ea microbios perjudiciales: pensemos sólo en el 
símple proceso de hervír o pasteurizar la leche, la 
elaboración de mermeladas de fruta o los procesos 
de conservas -en todos se matan bactérias y una 
gran parte de esporas de hongos mediante calor 
(Cuadro 4,8). Puesto que los recipientes están cerra¬ 
dos herméticamente ai aire, no pueden entrar 
microbios ni tampoco el oxigeno que requieren ios 
principaíes microorganismos para su crecímiento, 
Tan pronto como entra aire, se estropea el conteni- 
do. Nuestros padres recuerdan aún los tarros de 
conserva que no estaban bien cerrados y cuyo con- 
tenido se enmohecía. 

Aparte de la temperatura elevada se puede utilizar 
también el frio (Fig, 4,49) para detener la prolifera- 


dón indeseada de microorganismos. Puesto que los 
principaíes microbios requieren calor, los alimentos 
se protegen en la nevera o se congelan en el conge¬ 
lador. Así se inhibe el crecímiento de los microbios 
sólo temporalmente, pero no se matan. Muchos 
microorganismos sobreviven incluso a la temperatu¬ 
ra dei nitrógeno líquido, —19õ °C, sin dariarse. Las 
comidas descongeladas deben utilizarse de inmedia^ 
to para no ser un medio de alimentación ideal para 
los microbios que han despertado dei sueno dei frio. 

Puesto que ios microbios necesitan siempre agua 
para vivir, se puede impedir su crecímiento también 
mediante el secado (ciruelas secas, rosquillas, pesca¬ 
do seco). En la conserva en sal (arenques) o en una 
fuerte dfsoiuciõn de azücar (jarabe) se extrae tam- 



Fig, 4,49 Se usa el congela¬ 
dor (el que aqui se muestra 
akanza - 8 o °C) para el alma’ 
cenamlento durante largo 
lí empo de muestras bioquí¬ 
micas infectadas. Para las 
células se utiliza nitrógeno 
líquido (-196 °C), 
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Cuadro 4.10 Biorreactores: 

Espacio para viviry buertas 
condiciones para los microbios 

En principio, eí biorreactor, núcleo de toda ins- 
taladón de producción bíotecnológca, es una 
conünuarión dei antiguo tanque de fermen- 
tación, con una periferia técnicamente com- 
pleja. El desarrollo dei biorreactor empezó con 
sendilos fosos para desperdícios, y más tarde 
se utílizaron como contenedores recipientes 
de cuero, madera o cerâmica, cubiertos, para 
la producción de alcohol y ácido acético. El 
autêntico avance se produjo primero con el 
trabajo de Pasteur y los conceptos de cultivo 
puro, esterilidad y produeto puro. 

Históricamente es significativo el reactor 
superficial para la producción de ácido cítri¬ 
co y el reactor de membrana, que utiüzan 
cuerpos de goteo en la porifleadón de aguas 
residuales aeróbicas. Ambos son fácíles de 
manejar, pero tienen un rendimiento espa* 
cio-tiempo bajo. Para la producción con ieva- 
duras de cocción de productos químicos 
orgânicos [acetona, butanol), y finalmente, 
de penicilina, fueron importantes en el sigjo 
XX los biorreactores, que posibilitaron un 
control preciso dei desarrollo dei proceso. El 
modelo habitual es ei reactor de agitación. 
Está termostaüzado, tiene agi tación y gasifi- 
cación, tuberías estériles y válvulas de entra^ 
dademuestras. 


Hoy se diferencían dos grandes grupos de 
procedi míentos en los biorreactores: en 
el procedimiento diseontinuo (procedi- 
miento Batch o de cargas) se llena la calde^ 
ra al principio con el material de partida 
completo y con los microorganismos, 
Entonces empieza la conversíón bioquími¬ 
ca, que puede durar algunas horas o vários 
dias. Finalmente se vacia el tanque y se 
purifica el produeto de sustandas exógenas, 
Luego puede empezar un mie vo ciclo de 
producción, 

En el procedimiento continuo se propor- 
clonan constantemente al reactor los materia- 
les de partida y se saca la eantidad correspon- 
diente de la mezcla de reacción con el pro¬ 
dueto. Incorporación y salida deben iguafarse 
una con otra, de modo que formen un equilí¬ 
brio de flu]o, Los procesos de producción 
contínuos se parecen a los de una refmería de 
petróleo. La explotación por cargas se podría 
comparar, en cambio, con los métodos de 
producción en la cocción dei pan. 

Hay también una combinacíón de ambas: 
en la producción semicontinua los micro¬ 
bios permanecen hasta 90 dias en el biorre¬ 
actor, pero el medio se cambia a diário. 

Finalmente, en la eleedún dei procedimiento 
es crucial el punto de vista económico. £n 
principio, los procedímíentos continuos son 


más apropiados para grandes voiúmenes de 
producción [por ejemplo en instalaciones de 
aguas residuales) que los discontinuos,, a pesar 
de preferi rse a menudo la explotación por car^ 
gas porque sólo se requieren pequenas canti- 
dades de produeto. El biorreactor no se modi¬ 
fica en la fabricación de otros productos y 
puede mantenerse estéril fácilmente. 

Hay diversos tipos de biorreactores, que pue^ 
den clasífícarse de manera diferente. 

En cuanto a su capacidad, los biorreactores 
se dividen en: 

• Reactores de laboratorio [< 50 L] 

• Reactores de invesügación [50- 5000 l) 

• Reactores industriales (>5Q L hasta 
1500000 L). 

Según la relación altura :diámetro se diferen¬ 
cia entre reactores de tanque [A:D - 3} y 
reactores en columna [A:D > 3). 

Según el tipo de rendimiento de energia, los 
reactores se pueden clasificar en: 

• Reactores agitados mecánicamente [reac^ 
tores de calderos de agitación o reactores 
de tanques agitados), que son los más ver- 
sátiles, por ejemplo para Ia producción de 
antibióticos 

• Reactores con bomba de flujo colocada en 
el exterior (reactores de chorro de buceo), 



Biorreactorde tanque de agitación 



Material de alímentadón 

- ► 


Envuelta de refrigeraciõn 

Vapor 


IVlotor 


Bomba 


Aparato para la “cosecha" 


Contrai de temperatura 


Agua de refri|erariói^ 


Reserva á d d a/básica 


Ai re 


Manómetro 


Control de pH 


FUtro de aire 


Control de 
la comente 
""'deáíre 
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Desarrolto histórico de los 
biorreactores 
(ferment adores) 
a Hoyo con cubierta 
(deshechos humanos, 
bíogãs) 

b Contenedorseneíllode 
madera, cuero, meta], plás¬ 
tico £vino, cerveza, aícohol, 
vinagre, teehe agria) 
c Re ac to r abrerto (fa brica- 
dõn de cerveza) con com 
trol de temperatura 
d Reactor estéril para La 
fermentación controlada 
(leveduras, productos 
químicos especiales) 
e Reactor de tanque 
agitado (antibióticos) 
f Reactor en torre tubular 
(terveza, vi no, vinagre) 
g Reactor de ascensíón de 
aire con cÊrculadãn inter¬ 
na (levadura para compo¬ 
nentes de petróleo) 
h Re acto r d e asce nsi ó n de 
aire con drculación exter¬ 
na (bactérias de metano!) 
(Según Greenshields y 
Rottiman, 1986,) 


por ejemplo para la producdón de íevadu- 
ra como pienso 

• Reactores con produceión de energia 
mediante compresión de gas (reactores de 
ascensíón de aire con drculación interna y 
externa), por ejemplo para la producdón de 
proteínas unicelulares (levadura de petró¬ 
leo, bactérias de metanol) y ia purificación 
de aguas residuales (“torre de biologia"). 

Un problema crucial al cultivar células libres 
es la mescla ininterrumpida dei producto 
de fermentación conjunto. Normalmente se 
necesita también una buena ventilacíón, 
pues los procesos son en general aeióbícos. 

El reactor de agitadón es el biorreactor uti¬ 
lizado con más frecuenda, La mezcla se con- 
sigue mediante agitadón 0 bombeo. El reac¬ 
tor de agitaclón puede tenei hélices 0 turbi¬ 
nas para agitar, que insuflan aire y lo disper¬ 
sam A menudo se combinan ambas. Especial¬ 
mente si la reladón de la altura dei fermenta- 
dor respecto a su diâmetro es mayor de 1,4, 
se deben utilizar vários agitadores. 

Las fermentaciones “toscas" (proceso de 
sumergir vinagre 0 levaduras y estadón 
depuradora] utílizan biorreactores sin dis- 
tribución activa de aire, El agitador (hélice 
0 turbina) se ocupa entonces de ias turbulên¬ 
cias y separa el aire al mísmo tiempo. Para 


células de mamífero sensibles no son apro- 
piados tales reactores (Gap, 3). En la fabrica- 
ción de cerveza y la produceión de levadura 
se utiliza la fermentación de los mísmos 
gases (C0 2 ). Ei producto de la fermentación 
se mezcla neumáticamente mediante el C0 2 
producido y el aire introduddo. En los reac¬ 
tores agitadores hidráulicos se usan bombas 
para la mezcla* 

Todos estos biorreactores trabajan con mez- 
cias homogéneas de medio y células, En cam¬ 
bio, en los reactores de membrana se 
separa el catalizador (células 0 enzimas) dei 
producto mediante una membrana, que no 
es permeable para el biocatalizador. Esto lo 
hemos visto en la produceión enzimática de 
aminoáddos en el Gap, 2, De forma especial, 
en el reactor de fibra hueca las enzimas 0 
las células se encuentran tnmovüizadas sobre 
la superfitie exterior de las fibras. El medio 
pasa a través de las fibras huecas por el Moca- 
talízadon Utilizando haces de fibras huecas se 
obtíene un rendimiento elevado y de este 
modo, una gran produetividad en un espacio 
más pequeno. Los reactores de lecho fíjo 
conrienen un relleno de material de soporte 
(por ejemplo vidrio poroso 0 ceiulosa] con 
una mayor superfície. Se utílizan como reac¬ 
tores de enzimas (Gap. 2 ) y de células delica¬ 
das de formas de vida superiores (Gap, 3). 



Cultivo de bactérias: Escherichio taliy 
Klebsieilapneumonia? en agar de 
Levine 



Instalaeiõn para el cultivo de 
microorganismos 



Desarrollo de procesos en una técnica 
de fermentación 



Las moléculas de diferente ta ma ri o se 
separan unas de otras en una instalación 
de ultrafiitración a través de membranas 



Separación de células dei medio de 
fermentación mediante centrifugadón 



Embotellado Libre de gérmenes al final 
det proceso de produceión 
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Cuadr04.11 Productos dei 
metabolismo principal 
y secundário 

En el Gap*1 hemos visto los productos 
finales dãsícos dei metabolismo, como 
d etanol y el ácido láctico, Se originan 
“por necesidad" en ios procesos de fer- 
mentación. Los productos dei metabolis¬ 
mo primário esenriales se sintetizan, 
sin embargo, en las células, porque son 
ínnecesarios para su credmientd. De 
importância económica son los amínoácí- 
dos y sus derivados (treonina, Usina, fenil- 
alanina, triptófano, glutamato), las vita¬ 
minas (B 2 y B 1 2 ) y los nucleósídos (ínosí- 
na-5-monofosfato, IMF, guanosína-5- 
monofosfato, GMP). 

Por naturaleza, los microbios no producen 
estos materiales en canüdades enormes, 
pues eso seria, debido al elevado consumo 
de energfa y de carbono, una desventaja 
de seleccidn contra eUos, que sólo ios pro¬ 
ducen por necesidad. Se deben cambiar a 
la fuerza los mecanismos de regulación. 

Los productos secundários de ías células se 
forman primem en una fase tardia dei 
credmíento; no son necesarios para el pro- 
pio crecímiento y su función natural a 
menudo no es conocída, Muchos de estos 
productos secundários, por ejemplo Ios 
antibióticos, inhiben otros microbios como 
ventaja propia. Se forman también otros 
materiales, como micotoxinas y colorantes. 





Fase (Lag) Fase (log) Fase estacionaria Fase de muerte 

de início exponencial 


Metabolíto 

principal 

Metaboüto 

secundado 


N lí mero 
de células 


Alimentos 


Tiempo 


Los productos primários dei metabo¬ 
lismo (porejemplo etanol y amino- 
écidos) $e enriquecen en el biorreac- 
tor en la medida en que crecen las 
células, mientras que la produtcíón 
de los productos secundários (por 
ejem plo la penicilina) alcanza su 
máximo en la fase de crecímiento. 
Para ta producción, esto tiene conse 
cuendas decisivas^ 

Pa ra los meta boli tos primários 
(como los aminoãddos) "sólo” se 
deben alcanzar las condiciones de 
credmíentoideales. 


En la medida en que las bactérias 0 
levaduras proliferan aumenta tam- 
bién la concentracióin de metaboli- 
tos primários. Si en cambio se pro- 
duce penicilina, producto secundá¬ 
rio de un moho, la concentraciõn de 
êsta alcanza su nível máximo cuan- 
do se ha detenido el crecímiento 
dei hongo. 

Se debe encontrar, pues, un equilí¬ 
brio ideal entre cada una de las con¬ 
diciones de crecímiento y de 
producción. 



Fíg. 4.50 El proceso de purífí- 
caciân requiere sumo cuidado. 



Fig. 4.51 Selman Abraham 
Waksman (1888-1973) descu- 
brió la estreptomícína y creó 
el concepto "antibiótico". 


bién el agua (ósmosis inversa) de las células dei micró¬ 
bio, que se arrugan, se secan y por elio no crecen más, 
La líofilización es uno de los modernos métodos de 
conserva más habituales (Cuadro 4.7). El alcohol con¬ 
centrado no aumenta sólo la permeabilidad de la 
membrana eitopiasmática de las bactérias (véase 
Cap. I) y con elio inhibe su crecímiento, sino que 
extrae también agua de las células de los microbios. 

Finalmente, el ser humano ha desarrollado también 
una larga serie de desinfectantes inhíbidores de 
microbios. 


■ 4.19 Recuperación dei producto: 
downstream Processing 

Si los gérmenes se mantíenen bajo control y el pro¬ 
ceso tiene êxito, el biorreactor puede aplicarse, Con 
elio, la espesa rnezcla de los mohos segregaria mate¬ 


rial de aümentaclón y penicilina. Puesto que la peni¬ 
cilina está separada de los hongos en el entorno, su 
obtenclón es muy sendlla: se filtran las céluias de 
microorganismos. De la soludón nutriente clara se 
hace precipitar la penicilina disuelta y se pueden 
separar fácilmente ios crístales. 

Análogamente a la preparación de un sustrato para 
ei biorreactor {upstream processing ), se realizan 
todos Ios pasos que son necesarios desde la disolu- 
ción de fermentación hasta el producto final, como 

downstream processing. 

La mayoría de los productos (por ejemplo muchas 
proteínas) son eliminados por los microbios al 
medio. Por lo tanto, hay que romper a la fuerza las 
células d e los microbios y Ios productos deseados se 
deben separar arduamente dei contenido remanen- 
te de las células (por ejemplo mediante cromatogra- 
fía de afinldad, Gap. 3). Por elio, la producción de 
estas sustancias es obviamente más cara. 
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■ 4.20 Estreptomicina y cefalosporina 
- Los siguientes antibióticos 
despuésde la penicilina 

La penicilina es muy eficaz contra uo amplio espec¬ 
tro de bactérias grampositivas. Después de la intro- 
ducción de la penicilina en ia práctica clínica se 
observo que muchas infecciones bacterianas comu- 
nes se curaban de forma rápida y por completo, 
como ia inflamación dei cuello (faringitis) causada 
por estreptococos, la inflamación de los pulmones 
provocada por neumococos y las prindpales infec- 
ciones por estafilo cocos. También se curaba la infec- 
ción de las meninges, a menudo mortal, producida 
por meningococos, y algunas formas de infecciones 
bacterianas dei endocardio que antes eran mortales* 
Estos espectaculares resultados clínicos desencade- 
naron una búsqueda intensiva de otros antibióticos 
naturales. 

Había dos motivos detrás de estos esfuerzos* La 
penicilina no actúa sobre las bactérias gramnegatí- 
vas como Escherichiâ colí, Sãlmondk, Pseudomo* 
nasy Mycobâcterium Por otro lado, se observó que 
también determinadas bactérias grampositivas son 
0 pueden llegar a ser resistentes a la penicilina. 

Con la ayuda de una nueva técnica, con la que se 
revisaban sistemáticamente en los microorganis- 
mos de la tierra sus productos de metabolismo para 
observar su eficada como antibióticos, en 1943 
Selman Abraham Waksman (1888-1973) 
(Eig. 4.51) y sus colaboradores consiguieron, en 
la Universidad americana de Rutgers, aislar un 
nuevo antibiótico de actinomicetos dei género 
Streptomyces. Los actinomicetos son bactérias 
grampositivas, irregularmente unidas e inmóvi- 
les, que forman filamentos y ramificaciones. 

La estreptomicina es un aminoglucósído, y por 
lo tanto consta de azúcares y aminoácidos. La 
estreptomicina actúa, de forma diferente a la peni¬ 
cilina, también contra algunas bactérias gramne- 
gativas. Por primera vez fue eficaz una terapia 
contra la tuberculosis. Los antibióticos aminoglu- 
cósidos tienen un amplio espectro de acciôn, pero 
son ligeramente tóxicos* El típico olor a tierra fres¬ 
ca Io proporcionan los estreptomicetos habitantes 
dei suelo. 

Walksman y sus colaboradores descubrieron otros 
nuevos antibióticos: la actinomidna (1940), la cia- 
vacina, Ia estreptotridna (1942), la griseína (194ó), 
la neomidna (1948), la fradicina, la candicidina, ia 
candidina y otros. Dos de eilos, la estreptomicina y 
la neomidna, todavia se utiiizan mucho hoy en día. 


En 1945, el profesor Giuseppe Brotzu (1895- 
1976) (Fig* 4*54), dei instituto de Higiene italiano 
en Cagliari, se ocupó de un problema que ha alcan- 
zado hoy una dímensión gigantesca con la poludón 
dei mar Mediterrâneo. En las proximidades de la 
salida dei sistema de alcantarLiado de Cerdena se 
tomó una muestra de agua. Brotzu especulo: si las 
bactérias de Ias aguas residuaies pueden provocar 
infecciones dei aparato digestivo, ^no deberían 
incorporarse ai medio sus enemigos naturales? Así 
Brotzu descubrió, en el moho Cephâlosporium 
acremonium (hoy renombrado Acremonium 
chrysogenum , Fig. 4.53), la sustancia inhibidora 
para una enorme eantidad de bactérias. 

La publicación de Brotzu, en una revista de la Uni¬ 
versidad italiana a la que se prestaba poca atención, 
llegó por una feliz casualidad a un grupo de Oxford 
de u cazadores de antibióticos "L Estaba estableddo 
que el hongp generaba vários anticuerpos relacio¬ 
nados. Uno de eHos, la cefalosporina C, demostró 
ser especialmente efectivo contra microorganismos 
grampositivas de enfermedades resistentes a !a 
penicilina (véase Cuadro 4*9). 

La penicilina, la cefalosporina y la estreptomicina 
fueron los descubrimientos más importantes en los 
primeros tiempos de la investigación en antibióti¬ 
cos, pero no los únicos. El número de nuevos anti¬ 
bióticos encontrados anualmente creció, entre fina- 
les de los anos 1940 y princípios de los 1970, de for¬ 
ma casi lineal, hasta casl 200 * Hacia finales dei siglo 
pasado se alcanzó el récord de 200 sustancias al 
ano. Hasta hoy se han aislado 8000 antibióticos de 
microorganismos y 4000 de organismos superiores 
(Cuadro 4.9). Se producen mundialmente 30 000 
toneladas de penicilina y cefalosporina. Las cefalos- 
porlnas se utiiizan sólo en humanos; las penicilinas, 
en cambio, también en la mayoría de los animales 
ütiles (a veces de modo inadecuado). 

Poco después dei primer êxito de la estratega de 
humanos contra microbios, éstos iniciaron su des¬ 
quite masivo* En realidad, demostraron cómo pro- 
sigue aún hoy ia evolucíón* 

■ 4.21 La competência con los 
microbios: resistências 

El gran Louís Pasteur escribió: “[Las bactérias ten- 
drán la última palabra, senores!" íQué verdad en 
tantos sentidos! 

La penicilina se venía aplicando desde hacia unos 
anos con éxíto. En 1972, sin embargo, se produ- 
30 una epidemia de disenteria en México, y en 


i Gram positivo? 

G ram positivo, gramnegativo 
V tinclón de Gram deben su 
nombre al darcés Hans 
Christian j. Gram 



Fig* 4,52 Hans Christian J. 
Gram (1&53-193S) 

En 1884. parece que mis bien 
por casualidad. en un labo ra¬ 
tona de medicina beriinés se 
descubrió que las bactérias 
grampositivas y gram negati¬ 
vas poseen paredes celulares 
V en mayoro menor medida 
son capaces de retener el vio¬ 
leta de genciana después de 
lavado con una disoluciõn de 
yodo en yoduro potásico y 
alcoboL El color azul oscuro 
(gram positivo) aparece prin- 
cipaImente en las bactérias 
en forma de esfera (neumo¬ 
cocos. estreptococos), y el 
rosa pálido 0 rojo (gramnega- 
tívo) en tos bacilos (£ coli y 
salmonelas). 



Fig. 4.53 Acremonium 
produce cefalosporina. 



Fig, 4.54 Gíuseppe Brotzu 
(1895 19^6) descubrió la 
cefalosporina. 
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Cuadro 4.12 Opinión de expertos: 
Biotecnología blanca en ALemania 

La biotecnología blanca o industrial no es 
una nueva disciplina, sino que significa 
“recurrir a Ia caja de herramientas de la 
naturaleza”, como la define la Unlón Euro- 
pea de Biotecnología. Utiliza material 
renovable y aplica los mecanismos de acción 
de eíicacia probada de la naturaleza. Con 
ella se cuidan los recursos, bajan Ias cargas 
para el entorno y se producen procesos con- 
vencionales pero mucho más eficientes. Ade* 
más, la biotecnologia blanca proporciona 
soluciones a problemas técnicos y permite 
obtener produetos completamente nuevos. 

Actualmente, los produetos biotecnológicos 
tienen una partidpadón en Ia facturación 
mundial de la industria química dei 5%. Los 
estúdios de McKinsey, así como los de Fes- 
tel, indican que esta influencia crecerá más 
en 11 futuro: en el ano 2010 se producirá por 
biotecnología basta un 20% de todos los pro¬ 
duetos químicos, con una magnitud de alre- 
dedor de 310 000 millones de dólares ameri¬ 
canos. La biotecnología blanca será la clave y 
la causa principal para ia potenciadón de la 
competitividad de la industria química. Nue- 
vas matérias primas, nuevos procesos de pro- 
ducclón, nuevos produetos: estos son facto- 
res de êxito esenciales de la biotecnología 
blanca. Las crecientes matérias primas 
secundarias sustituyen a muchas matérias 
primas fósiles. Los procesos de producción 
eficientes son superiores, tanto económica- 
mente como en cuanto a ecologia, por bioca- 
tálisis, biotransformación o fermentadón, 
reemplazando a ia síntesis química. Con la 
ayuda de nuevas rutas de símesis se desarro- 
lian produetos innovadores y así aumentan 
las venta]as de Ia innovación -un beneficio 
decisivo en la competición internacional. 

Ejemplos de êxito de la industria química 

La biotecnología blanca hace mucho que ha 
abandonado la fase dei trabajo en el laborató¬ 
rio. Hoy tiene êxito una creación más inteli¬ 
gente, de moléculas útiles para los humanos, 
utilizando la combinadón de una serie de 
bactérias modificadas genéticamente a partir 
de una sola pala de tierra dei parque munici¬ 
pal. De este modo, la empresa Henkel tiene 
hoy, entre otros produetos, los detergentes 
más eficaces y líderes en el mercado mundial, 
porque ha investigado con excelentes resulta¬ 
dos sistemas enzimãtieos optimizados para 
diferentes tipos de sudedad, los ha trasladado 
a la escala de la producción y los ha integrado 


en sus produetos. La industria farmacêutica y 
agraria no se condbe ya sin la biotecnología 
blanca. Las sustancias activas con centros qui- 
raies pueden producirse con frecuencia de 
modo económico sólo con métodos biotecno- 
lógicos, rindiendo enantiómeros puros. Esto 
es muy importante, ya que el 50% de los prt- 
meros cíen medicamentos contiene sustancias 
activas como enantiómeros puros y tiene una 
facturación de más de 100 millones de dóla¬ 
res americanos. De este modo crece el núme¬ 
ro de enantiómeros puros en las sustancias 
activas farmacêuticas. 



E. catí, d burro de carga de la industria 


En las especialidades químicas ocorre algo 
parecido. Aqui se menciona la sfntesis de la 
vitamina de BASF AG basándose en maté¬ 
rias primas reproducidas: un proceso de sín- 
resis qufmíco de ocho etapas se sustituye por 
un proceso de fermentadón de una etapa uti¬ 
lizando un hongo especial sobre la matéria 
prima (aceite de soja) inicial para convertido 
en el produeto final. La vitamina B 2 se obtie- 
ne en forma de cristales amarillos directa- 
mente de la mezcla de fermentadón. 

En el proceso biotecnológico dísminuyen los 
costes de producción [overali costs ) en un 
40%, y también los efectos sobre el entorno 
[environmentalimpact) en un 40%. McKin¬ 
sey utUizó, de acuerdo con BASF, la blocatáli- 
sís o fermentadón para producir alrededor de 
un terdo de sus produetos químicos finos. 

En DSM, según McKinsey, aumenta la por- 
cíón incluso un 50%. Así, por ejemplo, en 
la producción dei antibiótico cefalexína rea¬ 
lizada en DSM se sustltuyó un proceso de 
síntesis de 10 etapas realizado a gran escala 
por un proceso biotecnológico consistente 
en una combinadón de fermentadón y una 
reacción enzimática posterior. La nueva 
ruta de síntesis se posibilita mediante irtge- 
niería metabólica. Los costes variables 


relacionados con el proceso se reducen 
alrededor dei 50%, mientras que el uso de 
energia y la utilizadón de material se redu¬ 
cen en un Ó5%. La ruta de síntesis química 
tiene lugar en un medio de dlsolución orgâ¬ 
nico que realiza un proceso biotecnológico 
en un medio acuoso. 

Degussa AG se dedica en todo el mundo a 
la producción de amínoáddos esenciales, 
que contribuyen en gran medida a garanti- 
zar una aümentación sana para humanos y 
anímales. Los aminoácidos se producen por 
fermentadón, es dedr, con la ayuda de la 
biotecnología blanca. Junto a la “gran” 
industria química ha habido al frente jóve- 
nes companías bíotec no lógicas que han 
marcado ei desarrollo de forma decisiva. 
Muchas ínnovaciones en las empresas quí¬ 
micas no son posibles sín la asocíación de 
las companías biotecnológicas o las institu- 
ciones acadêmicas. Estas companías de bio¬ 
tecnología Industrial, como Maxygen, 
Codexis, Diversa, Genencor o BRAiM, dis- 
ponen de una amplia red de sociedades 
que, según el proyecto, desarrollan estraté¬ 
gicas aiianzas o joint vemures. A menudo, 
los modernos modelos de cooperadón son, 
en la biotecnología blanca, predsamente la 
clave dei êxito. 

Nuevas perspectivas en Ale mania 

Después de la biotecnología roja, orientada 
a la medicina (Gap. 9), y la biotecnología 
verde, destinada al sector agrario (Gap, 7), 
apuntamos con la biotecnología blanca al 
principio de una tercera ola biotec no lógica, 
Sin embargo, la biotecnología industrial y 
su potencial científico, pero sobre todo 
económico, aún no han quedado andados 
en nuestras cabezas, ni en las de los inves¬ 
tigadores y científicos, ní en las de los 
ejecutivos o Jugadores dei mercado de capi- 
taleSj y mucho menos en 3a gran opinión 
pública. 

En una alianza, poco común a primem vista, 
de Ias mayores organizaciones medioam- 
bientales de Europa, la Fundación Federal 
Alemana dei Entorno (DBU}, una asocíación 
industrial, La Asocíación Industrial de Biotec¬ 
nologia Alemana en colaboración con la 
Industria Química (DIB/VCI) y de 
Empresários Biotecnológícos, de BRAIN AG, 
aüanaron el camíno para que todos los gru¬ 
pos sodales utilízasen bien las oportunidades 
únicas de la biotecnología blanca, Con la Ini¬ 
ciativa de DBU, DIB/VCI y BRAIN se esta- 
btecíó, a ftnales de febreto de 2005, una 


116 








Biqtecnología blanca 


“Plataforma Nacional de Biotecnologia Blan¬ 
ca 1 ", cuya meta es enfocar las actividades y 
fuerzas nadonales en el campo de la biotec¬ 
nologia blanca y comunicarias al público. Al 
mismo tiempo se intensifica la interacción 
con la correspondi enfò plataforma europea y 
se facilita el diálogo entre investigadores en 
la Comísión Europea, Mediante un acuerdo 
con] unto de llneas de acción y objetivos debe 
conseguirse una contríbución más contun¬ 
dente a la seguridad y al desarrodo competiti¬ 
vo de la capacldad futura de ubicadón de la 
industria en Alemanía. 
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El Dr, HolgerZínke. 

deBRAlNAG. 

ZWfrtgenberg, 


1975 una extensión epidêmica de gonorrea de las 
Filipinas se propagó mediante ia credente prosti- 
tución. Para la gonorrea (en griego, flujo de esper¬ 
ma] se utiliza en alemán la palabra Tripper ; que 
viene dei bajo alemán drippen ( u tropfen” gomar). 
Ambos nombres demuestran los sintomas caracte¬ 
rísticos. 

La gonorrea, una enfermedad venérea conocída des¬ 
de hacía sigjos, pudo curarse por primera vez con los 
antibióticos, 

Se estableció, sin embargo, que las prostitutas 
tomaran penicilina profiláctica en grandes cantida- 
des durante un largo tiempo, para protegerse de la 
gonorrea. Así, Nefsseria gonorrhoeae se encontro 
en una situadón que condujo a la selecdón de célu¬ 
las capaces de sobrevivir. Pronto aparederon 
cepas de bactérias resistentes a la penicilina, 
La “insensMídad* de las bactérias se basó en la 
producción de enzimas que inactivan la penicilina 
(p-lactamasas). Estas hidrolasas rompen el llama- 
do anilío p-lactama de la penicilina y de la cefalos- 
porina (Cuadro 04.7) mediante hidrólisis enzimá- 
tica, y lo convierten en el inefectivo ácido penidlí- 
nico. Sobre todo en los hospitaies, los pacientes se 
infectan con frecuencia con estas cepas bacterianas 
(hospitalismo). En Alemania mueren por eUo 
20 000 pacientes al ano. 

Se investiga ahora como enganar a los microbios. 
Del tipo Penicillium se produce principalmente en 
la industria farmacêutica la denominada penicilina 
G, que lleva una cadena lateral de bencilo, Se rom¬ 
pe esta cadena lateral con enzimas inmovilizadas 
(penicilina amidasas), se acoplan entonces nuevos 
grupos y se obfienen así nuevos tipos de antibióti¬ 
cos semisintéticos, contra los que no son resisten¬ 
tes los microbios (jaún!) (Gap. 2). 

Es una lucha entre las bactérias y los masivos anti¬ 
bióticos generados que consiguen Ia mejora dei cre- 
cimiento y la profüaxis en los animales útiles 0 
humanos. Hemos visto ya que las bactérias inter- 
cambian plásmidos, que llevan genes que codifican 
resistência a los antibióticos (Fig, 4.56). 

Básicamente, en Ias bactérias y los antibióticos 
vemos cómo funciona también hoy la evoluclón en 
ei sentido de Darwiny Wallace: mutación, selección 
y supervivencia dei mejor y dei más adaptado. 

■ 4.22 Ciclosporina - Un producto 
microbiano para trasplantes 

Desde 1957, siempre que los colaboradores de San- 
doz Ltd. de Basilea se íban de vacaciones, 0 por 
asuntos de negocios, se les pedia que trajeran bol- 



Fig.4,55 Propaganda esta- 
dounidense de bs anos 1950 
sobre ei abuso de antibióti¬ 
cos: bs antibióticos actúan 
só lo en enfermedades bacte¬ 
rianas. no en las virales. Es» 
pues t absurdo recetar anti¬ 
bióticos para ínfecriones 
virales. 



Fig, 4.56 Las bactérias 
pueden intercâmblar plás- 
midos mediante los pül 
sexuales, y así se transfie- 
ren las resistências. 


V 



Fig, 4,57 Estreptomicina, 



Fig, 4,58 Cloranfenícol. 



Fig. 4.59 Tolypodadtum 
inflatum. 
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Fig 4 + 6 o Participación de 
los microorganismos en la 
produccíón terapêutica de 
tos esteraides más importan 
tes farriba). Estructura espa- 
ciai de la tortisona (abajo a 
la derecha). 



sas de plástico con muestras de suelo de todas ias 
partes dei mundo, Éstas se catalogaban y se “revi- 
saban" buscando nuevos productores de antibióti¬ 
cos. Hasta marzo de 1970, sin embargo, los cientí¬ 
ficos no hallaron ninguno: Tolypocladium infla- 
tum (Fig, 4,59] se aisló en tierra de Wisconsin, 
Estados Unidos, y Hardanger Vidda en Noruega. 

En principio, los investigadores de Basilea sólo 
descubrieron, para su decepción, una sustancia 
que era eficaz simplemente contra unos pocos 
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Cuadro 4.13 Historia de ia biotecno¬ 
logia: La diosgenina de la raiz de 
name y la píldora anticonceptiva 




por La derechaj en 
1951 con La raiz de 
name durante la sírite- 
sis de la “‘píldora” 

(a la izquierda George 
Rosenkrantz). 

Al Lado: Ca rí Djerassi. 


El “padre de la píldora anticonceptiva 11 y hoy 
conocido escritor de dencia-ficrión Cari 
Djerassi (nacido en 1923j, traibajó en la 
década de 1950 en México. En la importan¬ 


te compahía Syntex se aisló diosgenina, un 
esteroide con propiedades de jabón, de la 
raiz dei name silvestre | Disconea] incomesti- 
ble. Esta raiz se había utilizado por los índios 


pan Rhizopus ârrhizus era capaz de colocar 
un grupo íiidroxilo en la posidón 11 dei anl- 
Uo C de la progesterona. 


para lavar la rapa y matar peces. Russell 


Marker había transformado quimicamente 


diosgenina en la hormona sexual femenína 


progesterona, y Georg Rosenkrantz con- 

1 

virtíó diosgenina en testosterona. Ellos iriãn- 


tuvieron un duro combate con los químicos 

IT'/ m 

más importantes dei mundo para producír 


quimicamente la deseada cortisona a partir 

fcf/ 

de la raiz de name. Al final lo consiguíeron 

fy Cjtl .vTjS 

con arduo trabajo, y entonces recibleron una 

1 / 


carta de Ia compafifa Upjohn. En elia pregun- 
taban si Djerassi podría suminisirar diez 
toneladas (!) de progesterona. En todo ei 
mundo se producía entonces un 1% de esa 
cantidad. 

IParecia un pedido totalmente sin sentido! 
Después de noches sin dormir, Cari Djerassi 
pensó que Upjohn probabíemente planeaba 
utilizar la progesterona como producto 
intermediário. En realidad, dos científicos, 
Durey EL Peterson y Herbert C. 

Murray, habían hecho el sensacional descu- 
brlmíento de que una cepa dei moho dei 


Raiz de name 
(DÍo$corea) salvaje, 
tubérculo incomes¬ 
ti ble ileno de 
diosgenina. 


“Lo que nosotros, químicos en la ciudad 
de México, Cambridge y Rahway, habíamos 
alcanzado mediante una complicada secuen- 
cia de conversiones químicas, lo conseguían 
los micróbios de Upjohn en horas con unas 
pocas reacciones." Como él escribe en su 
autobiografia, iÉ La madre de ia píldora", Cari 
Djerassi encontró consuelo unos meses des 
pués ai sintetizar con êxito el primer 
anticonceptivo oral, junto con George 
Rosenkrantz. La “píldora" lo hizo milionário 
y patrocinador de arte. 


hongos -y n! siquiera era especíalmente buena 
para ellos. El antibiótico produddo por el hongo, 
con el nombre de laboratorio 24-556, tenfa sin 
embargo una propíedad extraordinária: por un 
lado era poco efectivo contra hongos, pero de baja 
toxiddad contra los animales de experimentadón, 
Sólo se debía proseguir, por lo tanto, el análisis 
completo, 

En 1972 se observó algo inesperado en el análisis: 
el nuevo material, un péptido de once aminoácidos 
cerrado en forma de anillo, inbíbió el sistema inmu- 
nitario de los humanos, actuó como inmunosu- 
presor, impidiendo así Ias reacciones de recbazo 
naturales contra los órganos trasplantados de 
donantes. Si un inmunosupresor está en actión 
durante largo tiempo, destruye el sistema de defen- 
sa entero. Con ello, cualquier pequena Infección 
puede ser mortal 

Pero no ocurría así con la sustancia 24-556, la 
actualmente conocida en todo el mundo como 
ddosporma (Fig. 4.61). Sí la cidosporina se cap¬ 
tura por el cuerpo, se acumula en determinados 
receptores de los Hnfocitos X Las células T son las 
más importantes en la defensa específica dei cuerpo 
(véase Gap. 5). La sustancia activa, en varias etapas 


de reacciones, hace que la importante mterleuqul- 
na 2 no se produzca en las células T. La mterieuqui- 
na 2 es un mensajero (linfoquina) y se requiere para 
activar el sistema inmunitário, Participa en la gene* 
racíón de la respuesta inflamatória. 

La cidosporina A produce finalmente una inhibí- 
dón de los Hnfocitos T y un bloqueo de Ia produc- 
ción de interleuquina 2, y evita así la supresión dei 
sistema inmunítario. 



Gradas al producto microbiano cidosporina aumen- 
taron desde los inícios de los anos 1980 los versáti- 
les trasplantes de corazón, ri nones y pulmones con 
buenos resultados. La cidosporina es uno de los 
pocos pépfidos que se traga cómodamente, o sea, 
que se puede administrar por vía oral. 

■ 4.23 Hormonas esteroideas: la 
cortisona y la píldora anticonceptiva 

Mientras que en la produccíón industrial de antibió¬ 
ticos los microorganismos son los burros de carga 
para todos los trabajos, también se utilizan en la ela- 
boración de otros fármacos sólo para algunos pasos 
de un proceso de producdón mucho más largo, que 
consiste predominantemente en sintesis no biológi- 


Fig. 4,61 Estructura de la 
ddosporma. 



Fíg. 4.62 Edward Kendall 
(sentado) y su equipo de la 
cortísona. 
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Ftg, 4 63 Plantas y microor¬ 
ganismos para la obtendón 
de esteroídes. 






* 




Curvularia 



Peniállfam 


cas. Un ejemplo típico es la producdón de hormo¬ 
nas esteroideas, 

A princípios de los anos 1 930, Edward C. Kendall 
(1866-1972), de la Fundación Mayo, y Tadeusz 
Reichstein (que también desarrolló la síntesis de la 
vitamina C; véase más arriba), de la Universidad de 
Basilea, aislaron la cortisona, una de las hormonas 
esteroideas, de las glândulas suprarrenaies dei toro. 
Este hallazgo fue recompensado en 1950 con el prê¬ 
mio NobeL Aproximadamente un ano más tarde se 
descubrió que la cortisona alivia el dolor en las per- 
sonas que sufren artrítisreumatoide. Enseguida sur- 
gió la cuestión de cómo obtener una eonsiderabie 
cantidad dei medicamento. 

A la vista dei gran mercado esperado, se procedió a 
desarrollar una síntesis química* Sin embargo, era 
bastante inadecuada* La companía Merck & Co. lo 
hacfa en 37 pasos, de los cuales muchos se producf- 
an sólo en condiciones extremas, para obtener cor¬ 
tisona dei ácido biliar de los toros. jDe esta manera 
se producía cortisona que costaba casi 400 marcos 
alemanes por gramo! (Cuadro 4* 12). 

Con la ayuda de una hidroxilación microbiana, 

para la cual se utilizó índustrialmente el hongo 
Rhizopus arrhizus[ Fig. 4.63), se acorta la síntesis 
de 37 a 11 pasos. El precio de la cortisona bajó con 
eilo a aproximadamente 15 marcos alemanes por 
gramo. 

La hidroxilación microbiana no sólo produjo un 
acortamiento de la síntesis. Antes eran necesarias 
elevadas presiones y temperaturas, asf como caros 
médios de dísolución no acuosos. Ahora la síntesis 
se realízaba a 37 °C y a la presión atmosférica habi¬ 
tualmente en agua. Esto también contribuyó de for¬ 
ma decisiva a reducir los costes de producdón* En 
1980, gradas a una mejora en la productividad, el 
precio bajó por debajo de dos marcos alemanes por 
gramo* 

Sólo la raiz dei name [Discorea] mejicano propor¬ 
ciona la matéria prima para la cortisona: la diosge- 
nina* Hasta 1975, ias cantidades eran superiores a 
2000 toneladas cada ano. El gobierno de México 
queria, por eilo, poseer ei rnonopolio para ia maté¬ 
ria prima* Inspirada en el êxito de los entonces 
miembros de la OPEP con los precios dei petróleo, 
la empresa mejicana Proquivenex decidió en 1975 
subir diez veces el precio de Ia diosgenina* Los 
acuerdos farmacológicos intemacionales contraata- 
caron con la ayuda de sus biotecnólogos: desarro- 
llaron métodos alternativos, sobre todo la degrada- 
ción microbiana de los residuos acumulados en la 
producdón de aceite de habas de soja. Éstos son 


ricos en los esteroides sitosterol y estigmasterol 
[Fig. 4,ó0). Con elio se pudo sustituir muy rápida- 
mente la diosgenina. 

Dos anos después dei aumento de precio, los meji- 
canos tuvieron que bajarlo de nuevo drásticamen¬ 
te. Pero ya nadie quiso depender más de esta fuen- 
te: el mercado para la diosgenina se había desploma- 
do. íEsta experiencia muesíra que ninguna matéria 
es insustituible en biotecnologia! 

EI caso de Ia cortisona muestra también claramen¬ 
te, como ya pasó con la vitamina C, que la biotec¬ 
nologia y la química son alternativas una a la 
otra. Precisamente* la combinadón de procesos 
biológicos y químicos experimentarán un fuerte 
crecimiento en la siguiente década, Para elio, los 
microbios 0 sus enzimas realizarán algunos pasos en 
la síntesis que quimicamente serían muy caros 0 
ínadecuados (Fig. 4.60), 


Plegaria secreta de un químico orgânico: 

iOh, Senor!, 
concédemee! honor, 
mediante mi noble labor, 
de nuevas moléculas crear. 
iNo dejes a las bactérias triunfar! 

Hanswerner Dellweg, uno de los mentores de biotecnologia 
en Alemania; según D.E. Eveleigh. 
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• Buscador de Biotecnologia en Internet: www.biotechfind.com 

• Todo sobre microorganismos: www.microbes.info 

• üna mina para las estructuras de proteínas de este libro: 
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Ocho preguntas 
deautoevaluación 

1 . iQué es el umami y por qué no se 
puede generar signifícatívamente 
por síntesis química? 

2 . íCómo un sencilto moho negro 
dei pan pudo arruinar la industria 
dei límõn en poco tiempo? 

3 . dDe qué manera ayudõ la lisozima 
(Cap. 2) al descubrimiento de ta 
penicilina? 

4 . iMediante qué fenómeno puede 
una simple lactosa “utilizar y dete* 
ner” la producdón dei transporta¬ 
dor de lactosa y de las proteínas 
degradadoras de lactosa en Esche - 
richia colh 

5 . iCómo consiguió la compahía 
Roche en Basilea hacerde la mos¬ 
ca dei vinagre Drosophilú la mayor 
productora de vitamina C dei mun¬ 
do? iPuede alguien envenenarse 
con vitamina C? 

6 . zCómo actúa realmente Ea penicili¬ 
na? dCómo puede luchar una bac¬ 
téria contra la penicilina? iPor qué 
se debe tomar la penicilina según 
la prescripción y no interrumpirel 
tratamiento antes de tiempo? 

7 . zCómo se llaman los ocho amino- 
ácidos esenciales? iPor qué son 
esenctales? 

8 . zPorqué mueren los microbios 
con luz ultravioleta y por qué ésta 
puede produdr câncer de piei en 
los humanos? 
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Fi g, 5,1 1 os n ue vos ví ms a me- 
nazan la humanidad global. 

La epidemia de SARS paralizÓ 
Ea ciudad de Hong Kong duran¬ 
te dos meses. Los habitantes 
de Hong Kong derrotarem el 
virus con la mayor disciplina 
y ta m bié n ton encanto. 



Fig. 5,2 iEl SARS $e ha erra- 
d içado! Pero las conferencias 
sobre biotecnologia conti- 
nuaban en Hong Kong; natu- 
raImente, el tema era ia 
“detección de virus”. 



Fig. 5*3 El virus dei SARS 
[Severe Acute Respiratory 
Virus } es un coro na virus. 
Áetúa de forma diferente 
a por ejemplo èí virus dei 
sida. El vírus lleva su hebra 
individual de R MA a la célula 
hulsped y La copia con una 
RNA poli mera sa dependien- 
te de RNA en copias imagem 
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FTg. 5,4 Puede produefrse 
unanueva amenaza global 
con La combinacíân de gripe 
aviaria y humana. 


■ 5.1 Virus - La vida prestada 

Los virus no son seres vivos, no tienen un metabolis- 
mo propio y utilízan para reproducirse la maquina- 
ria celular de los animales, las plantas o las bactérias, 
que ellos atacan. Bãsícamente sólo pueden multipli- 
carse en una célula huésped y por lo tanto no pue¬ 
den sobrevivir por sí mismos. Por ello no cumplen 
las propiedades de la definición de “vida”. 

En princípio los virus son un pequeno “programa” 
que se instala en los genes de sus huéspedes y utili¬ 
za su maquinaria para producir nuevos virus. 
Los programas de interrupción de los “virus de 
ordenador” tienen un mecanismo muy similar. 

Debido a que los virus no tienen un metabolismo 
propio, lamentablemente tampoco se puede luchar 
con inhibídores como los antibióticos ni paralizar su 
metabolismo. Simpiemente se les puede atacar en 
el momento de las interaccíones con el huésped. 

Se distingue entre virus “con envoltura” (ertvelo- 
pedj y virus desnudos. Los virus desnudos, sin 
cubierta, encierran su genoma sólo en una cápside 
(en inglês core) formada de proteína, Los vírus con 
envoltura poseen en cambio una cubierta cortada de 
la membrana celular dei huésped mediante brotes 
(büddmgj, 0 sea, una membrana lipídica en la que 
se encuentran las proteínas adicionales codificadas 
por el virus. Esta membrana de iípidos y proteí¬ 
nas que recubre a los virus envuelve también, 
pues, la cápside existente en ellos (Fig, 5,8), 

Los virus se diferendan de los microorganismos en 
que, para su multiplicatión, en realídad sólo necesi- 
tan su ácido nucleico y una célula dei huésped. 
Algunos virus llevan, sin embargo, también algunas 
enzimas que son necesarias para ia replicación, por 
ejemplo los retrovirus, que liberan transcriptasa 
inversa (Gap, 3) en su cápside, 

Para ia duplicación de los ácidos imcleicos y la sín- 
tesis de las proteínas, un virus siempre necesita una 
célula huésped ( host). Se diferencia un ciclo lítico 
(dei griego lysis, deshacer; la misma raiz que utilizo 
Fleming para la lisozima, Gap. 2), en el cua! en la 
liberación de virus se destruye la célula huésped 
y pasa a uno no lítico, en que los virus se unen 
mediante brotes de la membrana celular (de aqui la 
regulación de la envoltura de los virus, como por 
ejemplo los virus de la gripe o el V1H). 

Todos los virus contienen un único tipo de ácido 
nucleico (RNA o DNA), Los tipos de virus eonoci- 
dos actualmente se clasifícan según su ácido nuclei¬ 
co, su envuelta proteica y su especiflcidad frente a 
los huéspedes (Fig. 5.5). 


A los virus RNA pertenecen, entre otros, et V1H 
(virus de la inmunodefídencia humana) causante 
dei sida, el virus de la gripe, el virus dei sarampión 
y el virus de la rabia, así como el que ataca a las plan¬ 
tas, virus dei mosaico dei tabaco (VMX Gap. 3; los 
dos últimos mencionados tienen forma de paio), y 
los pícornavirus (por ejemplo el virus de la polio, 
que causa paráüsls infantil, y los rínovírus que pro¬ 
ducen el resfriado común [Figs, 5.3 a 5.5). El virus 
dei SARS [Severe Acute Respiratory Syndrom), 
que provocó pânico en Hong Kongy China especial¬ 
mente en el afio 2003 (Figs. 5.1 a 5.3), es también 
un virus RNA, el denominado coronavims, porque 
su superfície recuerda a una corona, 

A los virus DNA pertenecen, por ejemplo, los papo- 
vavirus (virus de verrugas y otros que producen cân¬ 
cer), el virus de la viruela ( varíolavims) y de la vime- 
la vacuna [vacciníavirus], los virus herpes [causan- 
tes de diferentes enfermedades de la piei), los adeno- 
vírus (que producen enfermedades de las mucosas), 
los bacteriófagos (dei griego phagein, comer; por 
ejemplo T4 y Ml 3, Gap. 3) que atacan a las bacté¬ 
rias, y los baculovirus que sólo atacan a insectos, 

■ 5.2 De qué forma atacan los virus 
a Las células 

Los virus siempre se unen primero a la superfície de 
ias células (Fig. 5.6). Los virus DNA, como los bac¬ 
teriófagos, inyectan su material hereditário (DNA 
de doble hélice) en las células bacterianas (Fig. 5.6, 
izquierda). Entonces con la colaboración de las 
células bacterianas produce enzimas (DNA polime- 
rasa de 14) que son utilizadas para sintetizar DNA 
y RN Am. El RNAm dei virus producido dei RNA 
bacteriano se expresa en ios ribosomas bacterlanos. 
Las células bacterianas forman con ello, a partir de 
sus propios componentes, tanto la envoltura protei¬ 
ca como también el DNA de los nuevos bacteriófa¬ 
gos. Las “partes Indlviduales” se colocan juntas en 
los bacteriófagos terminados (aproximadamente 
cíen) y éstos Usan la célula. 

El vírus DNA inyectado puede, sin embargo, íncon 
porarse sin lisis en el DNA de la bactéria; se habla 
entonces de un virus DNA “durmiente” ( dormantj. 
En las siguientes generaciones bacterianas los 
virus integrados pueden liberarse para multiplicar- 
se de nuevo. En el ataque a las células animales 
(Fig. 5.6, derecha) los virus se unen a los recepto¬ 
res sobre la superfície celular, La envoltura protei¬ 
ca se funde entonces con la membrana celular y el 
virus penetra. 

En los vinis RNA dei grupo de los retrovirus (como 
el VIH) se coloca la hebra sencilla dei RNA en la célu- 
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la, Se convierte en una doble hebra de DNA median¬ 
te una enzima introdudda con el vírus [transcripta- 
sa inversa, Cap. 3). El DNA dei virus reescrito se 
introduce en ei DNA cromosómlco dei núcleo de ia 
célula- La maquinaria de transcripción de la célula 
huésped (RNA polimerasa) copia ai principio un 
RNAm. Tras esta presentación se sintetizan las prote¬ 
ínas virales con la ayuda de los ribosomas. Ádemás, se 
forman también proteínas no estmcturales, que en 
muchos virus son las que les confieren la patogenia- 
dad- Los nuevos virus RNA formados y las proteínas 
de la cápside se unen para formar nuevos virus com¬ 
pletos y abandonan finalmente las células. 

Solo en unas pocas familias de virus tiene lugar una 
integradón dei genoma víraL Entre ellas se 
encuentran los virus herpes y los retrovirus, Me¬ 
diante la integradón, el virus puede permanecer 
estable en la célula huésped durante generadones 
de divisiones celulares, o $ea, quedarse hasta que se 
activa de nuevo. En los virus que consiguen una 
integradón en ei genoma dei huésped hay una “inte- 
gración abortiva", como ocurre por ejemplo en el 
virus de la hepatitis B y en el papilomavirus, causa¬ 
da en el origen dei tumor. La integradón produce en 
estos casos la pérdida de la capacidad de replicación. 

Se buscan intensamente estratégias contra el ata¬ 
que de los virus (Cuadro 5.1), Por ejemplo, los 
anticuerpos específicos (ver en un apartado poste¬ 
rior de este capítulo] pueden neutralizar virus me¬ 
diante una red entrecruzada incluso antes dei con¬ 
tacto celular y la introducdón en la célula díana. Los 
anticuerpos también pueden actuar por enmascara- 
miento de los lugares de unión correspondientes de 
los virus para dificultar que recooozcan sus células 
diana [Fig. 5.9). Los anticuerpos también marcan los 
virus para los fagodtos (macrófagos, granuiocitos), 
y asf pueden elíminarlos, 

En los virus RNA, los inhibídores de la transcripta- 
sa inversa (Cap. 3) impiden la copia dei RNA virai en 
DNA. Muchas de estas sustanrias inhibidoras que se 
aplican acmalmente en el tratamiento de la ínfec- 
cíón por el V1H son, sin embargo, tóxicas. Si las célu¬ 
las forman nuevos virus RNA, se podrían inactivar 
mediante RNA antisentido (antisen$e-RNA r que 
se corresponde quimicamente al RNA como una 
imagen en el espejo, Cap, 10), 

Una nueva estratégia es ia aplicadón de fragmen¬ 
tos cortos de la doble hebra de RNA (RNAi, 

donde *T se utiliza por interferenda; detallado en el 
Cap. 10). Con RNAi generado artificialmente de 21 
a 23 nudeótidos de longitud, el investigador alemán 
Tom Tuschl consiguló paralizar por prímera vez 
genes de mamífero sin disparar la respuesta dei inter- 



Fig. 5.5 Vírus DNA y RNA 
(noa escala). De arriba aba- 
jo y de izquierda a derecha; 


Virus dei sida (VI H), un 

retrovirus con envoltura y 
una hebra símple de RNA. 
y largo tíempo de latenda. 
Virus de La gripe, un orto- 
mixovirus, con varias 
hebras de R NA y envoltura. 
Hay tres tipos: A t B y C. 

Virus de la rubéola {Rube- 
tla), pequenos y rojos, con 
una hebra única de RMAy 
envoltura. Es un togavirus. 
Papovavírus (papilomavi- 
rus y políomavirus), con 
DNA de doble hebra, desnu¬ 
do. Los papilomavlrus pro* 


vocan, por ejemplo, la. for¬ 
ma cfõn de verrugas, y algu- 
nos políomavirus, como 
SV40, pueden causar cân¬ 
cer ertanímales. 

Virus dei herpes, con DNA 
de doble hebra y envoltura. 
Virus de ias paperas, con 
RNA de una única hebra, de 
la família de los paramixovi- 
rus. Ataca las membranas 
de las mucosas, así como 
los sistemas inmunitarío y 
nervíoso. 

BacterÍoFagoT4, con DNA 

de doble hebra. Ataca las 
bactérias como £ coíL 
Adenovirus, con DNA de 
doble hebra, desnudo. Pro- 
ducen enfermedades dei 
sistema respiratório. 


Virus de ta rabia {Rabies), 
con RNA de una única 
hebra, es un rabdovirus. 

Virus dei mosaico dei 
tabaco (VMT), con RNA de 
una única hebra, en forma 
de paio. Cultivos enteros de 
chites y pimentõn se pier- 
den por el VMT, con las típi¬ 
cas manchas marrones 
sobre las hojas. 

Virus de ta polío, pertene- 
dente a los pi com a virus, 
con RNA de una única hebra 
y desnudo. Produce polío- 
mrelítis* una grave enferme* 
dad dei sistema nervíoso. 
Virus de ta viruela (Varíola), 
con DNA de doble hebra y 
envoltura. Es un virus muy 
grande. 
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Cu adro 54 Medicamentos contra 
vírus 

Pueden utiiizarse muchas estrategas para 
prevenir la extensión dei V1H. Se intenta ata¬ 
car al virus en todas las fases de 
replicación: 

1. En el acoplamiento a las células no 
infectadas: ei vírus se une con la gpl2Q de 
su envoltura af receptor CD4 de la superfí¬ 
cie celular de los linfocítos T colaboradores- 
Si se tuviesen anticuerpos contra CD4, los 
lugares de anclaje de la célula podrfan estar 
saturados. Por otro lado, se pueden sintetizar 
moléculas CD4 que, si se inyectan en la san¬ 
gre, se unen a la gp 120 de la envoltura dei 
virus y con ello podrfan impedir una infec- 
ción. En el laboratorio fundonan ambos 
métodos.. Sín embargo, son de esperar com- 
pJícaciones inmunltarias porque cada CD4 0 
anti-CD4 impide la interacción dei CD4 con 
su ligando natural. 

2* La inhibición de la trans criptas a inver¬ 
sa es un método efectivo. El VIH es un 
retrovirus y su RN A debe, en princípio, 


reescribirse a D NA* Las sustancias como 
la azidotimidina (AZT, también denomina¬ 
da zidovudina), la lamívudina y la dideso- 
ximosína (DDI) se desarrollan anáiogamen- 
te a los nucleótidos y se instalan “errónea- 
mente 1 " por las enzimas en la c ade na de 
polinudeótido. 

La primera sustancia activa potente contra 
el herpes, el acido vir, tambíén actúa como 
ínhibídor, análogo a los nucleótidos, de la 
transcriptasa inversa. Aplicado en crema es 
muy efectivo en el herpes simple y el herpes 
zóster (cinturón rosa), y es relativamente 
poco tóxico. Otros ínhibídores bloquean 
el centro activo de la transcriptasa inversa 
(como la nevíragina y la delavirdína). 

3, El RN A antisentido {ânttsense-RNÁ) es 
una copia dei RNA que es exactamente com¬ 
plementaria ai genoma dei VIR El RNA anti¬ 
sentido no codifica para proteínas y por ello 
no tiene función en la célula. Puesto que 
el genoma dei virus es un RNA de una única 
hebra, que se libera en una infecclón, el 
RNA virai se puede unir rápídamente con 



2 . Inhibidor de la transcriptasa 

3 . inhibídor integrasa 



Transcriptasa 
RNA inversa 


Integradón 



Síntesis de nuevaj 
Em p aqueta mi ento Poemas vi rales 

dei RNA dei virus 


Virus infecciosos 
formados 



Exportadonde 
- nuevos virus 



Diseno de fármocos asistido porordenador 
(Computer úided drtig design); bs fármacos 
pueden dísenarse por ordenadory analizarse. 
Los métodos de aridafe automáticos se utilizar 
para encontrar los mejores lugares en la biomo- 
Eécula para andarse* Sí la unión ante dormente 
comentada es lo sufidentemente fuerte, se pue 
de sintetizar la molécula y analizar su actividad. 
El mejor lugar para el saquínavir se indica aqui 
en rojo. 




Proteasa dei VIH (arriba) y fármacos contra el 
sida: índinavir. saquínavir, ritnaviry nelfínavir 
(de arriba abajo yde ízquierda a dereeha). 


el RNA antisentido “esperado” para formar 
un híbrido RNA/RNA estable “sin sentido' 1 , 
que no puede formar ningtín provírus. Esto 
se podría lograr mediante terapia génica 0 
células madre (Gap* 10). 

El fármaco antisentido fomívlrsen ya se utili¬ 
za hoy con êxito en pacientes con sida para 
ei tratamiento de una infección ocular virai 
que si no se trata produce siempre ceguera, 

4* Inhibición de la proteasa dei VIR Los 
medicamentos que bloquean la proteasa dei 
VIH son un triunfo de la medicina moderna 
y dei diseno molecular. La proteasa fragmen¬ 
ta el polipéptldo producido por el vírus en 
largas cadenas, exactamente en el tiempo 
correcto, en trozos cortos que $e utilizan 
para el empaquetamlento de nuevos vírus. 

Si los fármacos se unen fuertemente a la pro¬ 
teasa y se bloquea su acción, el virus no pue¬ 
de madurar a la forma contagiosa. 
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Virus RNA 

Síntesis dei DMA 
dei virus 

BâtteriófagQ T4 
(virus DMA) 

DMA de bactérias 

Instalaciôn 

0 n 01 q i^i ^ 

det virus RNAíl€lvifu5 cromosòmico 



M 0 

Núcleo celular 

DMA dei viriri 

tnyección 

DMA dei virus 
formado de mievo 

Síntesis de proteínas 
dei virus 

/ '' r \ fifiéSi 1 

Síntesisdeun 

nu evo R NA dei virus T 

Empaquetamiento 
dei DMA dei virus 

Empaquetamiento 
dêl RNA dei virus 

Síntesis de proteínas 
dei virus (revertasa 
y proteínas 
de la envollura) 

Célula bacteriana 

Liberaciòn de 200 
a 300 nuevos 
bacteriófagos 

Célula de 
mamífero 

Exportación de 
nuevos virus 


ferôn modificado (esto conduce a la degradación de 
cada RNA). Desde entonces se ha conseguido, por 
ejemplo, paralizar determinados genes específicos 
(nef, rev, gag, pol) en el VIH, el causante dei sida. Los 
primeros êxitos se están obteníendo en la lucha con¬ 
tra el virus de la gripe y ei de la hepatitis C. 


Cap. 9). BI interferón liberado o el introduddo arti- 
ficialmente en el cuerpo se une a una molécula 
receptora específica en la superfície de otras células 
y cambia la actividad celular. Se llega a la síntesis de 
proteínas, que hacen resistentes a las células frente 
a las infecciones virales. 


Fig, 5,6 Coma los virus ata 
can las células. Izquierda: 
tos bacteríófagos atacan 
Esch enchia coíi Oerecha: 
el VIH ataca una célula 
humana. 


Los inhibidores de las proteasas codificadas por el 
virus, que desempenan un importante papel en la 
maduración. de las proteínas virales, se utilizan tam- 
blén en el tratamiento contra el VIH. Todas estas 
estratégias de defensa se siguen actualmente en la 
investigación dei sida (Cuadro 5.1). 

Puesto que el VIH ataca principalmente a las deno¬ 
minadas células T cooperadoras, que son impor¬ 
tantes para la defensa dei organismo, se podrfa for¬ 
talecer el cuerpo produclendo por ingeniería gené¬ 
tica dtoqumas (por ejemplo interleuquina 2). Pri- 
meramente, el virus Marfa mate" por médios quí¬ 
micos y sólo después se estimularían las células 
inmunitarias mediante el aporte de interleuquina 2. 

En otras infecciones virales se producen interfero- 
nes. Las células infectadas por virus producen inter- 
ferones de forma natural y los eliminan (secreción, 


Al igual que la linfoquina interleuquina 2 (IL-2), 
los interferones también se recibieron con gran entu¬ 
siasmo como medicina maravillosa dei futuro que 
podría sanar muchas enfermedades, desde el habi¬ 
tual resfriado hasta el cáneer. Estas expectativas, 
poco realistas, no se cumplieran. El efecto curativo 
es en general sólo débil, y los efectos secundários a 
menudo son graves. Los interferones son, igual que 
la IL-2, valiosos para el tratamiento de algunas enfer- 
medades humanas, pero normalmente sólo en com- 
binadón con otros tratamientos [Cap. 9). 

■ 53 Como $e defiende el cuerpo de las 
infecciones: respuesta inmunitaria 
humoral mediante anticuerpos 

En un principio, las bactérias y los virus fueron, siri 
saberlo, las armas biológicas de los europeos en la 



fig. 5,7 Cümo el cuerpo se 
opone a las ínfecdortes. 
Deseripción detallada 
enel Cap. 9. Aqui se ven 
macrófagos. anticuerpos 
V células T h 
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FTg. 5-S Arriba: cómo las 
subunldades forma n 
urra tãpsíde de virus a partir 
de cadenas peptfdlcas. Arriba 
a Ea derecha:el vírus 
de la polío, que básicamente 
se sintetizo por completo 
en 2002 h consta de una larga 
hebra de RNA en una cápside 
de proteína hueca. 



Fig. 5*9 Cómo los arrticuer- 
pos neutralizan un virus: 
aqur se muestran en verde 
claro sóio los brazos de 
unión (fragmentos Fab), 
no el "pie" dei antfcuerpo. 
Claramente se cubren con 
el anticuerpo los pinchos dei 
virus v con ello se neutraliza. 



Fig. 5.10 Câmolosantícuer- 
pos seunenaíantígeno: 
unacavidad profunda une una 
pequena molécula por com¬ 
pleto (arriba* total mente íntro- 
ducidois una superfície gram 
de p plana, dei lugar de unión 
dei antígeno, une la proteína 
lísozima (abajo). 



conquista de América: consiguleron Ia mayor parte 
dei trabajo homicida. Del siglo XVI al XIX, los con¬ 
quistadores y colonos de América, y también de las 
islas oceânicas, llevaron consigo el sarampión, 
la vintela, la gripe, el tifus, la difteria, la mataria, las 
paperas, la tos ferina, la peste, la tuberculosís y la fie- 
bre amarilla, mientras que los Índios americanos (con 
excepdón de la sífilis, de origen poco claro), “por su 
lado", no tenfan ni un solo patógeno. En el continen¬ 
te americano no babía antes ninguna epidemia evi¬ 
dente* Según Jared Diamond, esta “descompensa- 
ción de armas" entre los indianos (osea los indios) y 
los europeos se debió a los grandes rebanos de gana- 
do de los campesinos de Eurasia, que desarrollaron 
enfermedades agudas y endémicas que eran propias 
de animales y que más tarde también atacaron de 
manera similar a la población humana* 

Asombrosamente, los brotes de las enfermedades 
infecciosas conocidas hoy datan de hace poco tiem- 
po: ila viruela se produjo por primera vez en el 
ano 1600 de nuestra era, las paperas y la peste en el 
400, y el cólera y el tifus en el siglo XVT! Los pueblos 
eurasiáticos pudieron desarrollar durante siglos 
la inmunidad contra ellas y forzaron “tablas” en el 
jtiego contra las epidemias. Los habitantes dei Nuevo 
Mundo, en cambio, no tuvieron tiempo para crear 
“genes de resistência” y, sin preparación, cayeron víc- 
tímas de los gérmenes en masa. 

^Côrno nos protege el sistema inmunitario? 

Debemos contentamos con una respuesta sírnple: 
el sistema inmunitario es tan compíejo, que su 
representación supera el marco de un libro para 
principiantes en biotecnologia* Ei sistema inrnuní- 


tario diferencia entre lo “proplo” y lo “no propio". 
Puede formar cien míliones (10 a ) de diferentes 
anticuerpos específicos y más de un billón (10 32 ) de 
diferentes receptores de células T. Consta de dos 
sistemas que trabajan en paralelo, pero relaciona¬ 
dos estrechamente: 1a respuesta inmunitaria hu- 
moral y la celular* 

En la respuesta inmunitaria humora] (dei latfn 
humor, liquido) actúan ias proteínas solubles, los 
anticuerpos (inmunoglobulmas, Cuadro 5.2), co- 
mo elementos de reconocimiento. Ademãs, hay fac- 
tores de defensa humoral, como la lísozima (Gap. 2) 
y los interferones. Los anticuerpos unen moléculas 
o células ajenas al cuerpo, que se identifícan de este 
modo como invasores y se produce la fagocitosis por 
los fagocitos. Se forman los anticuerpos a partir de 
las células plasmáticas, que asimismo aparecen 
como células B. 

El nombre de las células B (linfocitos B) provie- 
ne de Ia bursafabrícü, que se encuentra sólo en Ias 
aves -un órgano linfático en el segmento final de la 
cloaca (Fig. 5*11). En la ta/re^los linfocitos madu- 
ran a linfocitos B. Si se extraía la bursa de los 
pollos, éstos quedaban extremadamente expuestos 
a ias infecciones bacterianas. Ya no eran capaces de 
formar anticuerpos. 

Una macromolécula ajena ai cuerpo [o una célula 
o un vírus] se denomina antígeno. los anticuer¬ 
pos se dirigen con su fuerza de unión (afinidad) no 
contra el antígeno entero sino sólo contra uo 
lugar la molécula, que se conoce como epítopo 
o determinante antigénico. 

Una infección moviUza varias poblaciones de célu¬ 
las inmunitarias en cooperación. Los linfocitos B lie- 
van anticuerpos como moléculas de reconocimien¬ 
to sobre su superfície (receptores de superfície}* En 
general, sin embargo, no se activan por los antígenos 
circulantes. Primero el antígeno debe ser recogido 
por una célula presentadora de antígeno, Esta 
función la realiza un macrófago o una célula den- 
drítica. El antígeno es procesado (procesamiento) 
por estas células, aparece entonces sobre la superfí¬ 
cie celular y se “presenta” a una célula T colabora¬ 
dora. Ésta se une mediante el estímulo de la inter- 
leuquina 2 y activa coe ello Ias células B, que antes 
también habían tenido contacto con el antígeno. 
Ahora estas células B proliferan mucho, se unen a un 
clon celular [selección clonaij y se diferenciam 
algunos descendientes llegan a ser células de 
memória, las cuales posibilitan una reacción inmu¬ 
nitaria más rápida en una nueva infección, y otras se 
desarrollan hasta convertlrse en células plasmáticas 
productoras de anticuerpos. 
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Cuadro 5,2 Anticuerpos 



Las dos ca de nas Li geras (ocre) formão, con las 
dos cadenas pesadas (oscuro y rosa), un do mi¬ 
olo varíable [frâgment varíable) que se une ai 
antígeno, porasí decirlo, como dos manos que 
pudieran agarrara! antígeno. En la región varia- 
ble los 20 aminoáddos son bipervaríables y per- 
miteo billones de combinadones para el recono- 
dmíento de antígenos. 

Los anticuerpos son componentes dei siste¬ 
ma inmunítario de los vertebrados, que debe 
defender contra los invasores. Su funeión es 
identificar y unir especificam ente los patóge- 
nos y con ello marcar!os para el sistema 
inmunitanü, asf como neutralizar toxinas, 
Muchos patógenos daftan por liberaeión de 
toxinas. 



Cómo se unen al mismo tiempo tres fragmentos 
(Fab) de! anticuerpo al epítopo de un antígeno 
(verde). Aquí se ilustra nuestra conodda enzi¬ 
ma lísozima (véase también Cap. 2). Et segundo 
Fab y el "pie” dei anticuerpo (parte Fc) se mues- 
tran sombreados. 

Las moléculas de anticuerpos constan de 
cuatro cadenas proteicas: dos cadenas L Uge- 
ras [light, peso molecular de 25 kD) y dos 
cadenas H pesadas [heâvy 7 MW 55 kD). 

Se mantienen unidas por puentes disulfuro. 


El “pie* es igual para todos los anticuerpos, 
y se denomina también región constante 
(Fc, frâgment coRstânt]. Con la parte Fc 
el anticuerpo se mantiene fljo en la superfí¬ 
cie de la célula B. 

^Córno puede ei organismo fabricar anticuer¬ 
pos espedlcos contra prácticamente cualquier 
material exógeno? ^Cómo es posible recono- 
cerlos a todos, con ese número lan increíble- 
mente grande de antígenos? Sería demasiado 
compiejo tener preparado un gen para cada 
uno de los aproximadamente den millones de 
anticuerpos diferentes, EI sistema inmunítario 
utiliza, por lo tanto, un truco genial, 

Los ingenieros inmunólogos Frank Brel- 
tling y Stefan Dübel lo describen de este 

IrmumogLobulina G (IgG) 


modo: 44 Asf como con unos poços compo¬ 
nentes normales se puede llegar a construir 
diferentes casas, las células consiguen for¬ 
mar con los componentes polípeptídicos 
los anticuerpos modulares, Para ello se 
deben codificar en el genoma sólo un par 
de cientos de esos componentes polipeptí- 
dicos. Unos pocos componentes (grandes) 
codifican para la zona constante dei anti¬ 
cuerpo, La especiflcidad de urtión de! antí¬ 
geno a un anticuerpo, sin embargo, está 
mediada sólo por una pequena parte de la 
proteína conjunta, las regiones variables, 
También esta consta de nuevo de tres a 
cuatro módulos diferentes, que se agrupan 
de distinta martera en cada célula durante 
Ia diferenciación de los linfocitos B." 



Fabrkaciân de un anticuerpo (izquterda) a partir de 
un fragmento Fab (arriba a la deretha) y fragmentos 
scFv [single ehoin Fv frâgment) (abajo a la derecha). 


Fragmento 

scfv 


à 



Los anticuerpos circulantes libres se unen al antíge¬ 
no y con ello lo marcan para su destrucción por 
otros componentes dei sistema inmunitario. 

junto a estos mecanismos comentados actúa el 
sistema dei complemento propio dei cuerpo, 
una cascada de aproximadamente 30 proteínas. 

Están disudtas en el plasma sanguíneo o unidas 
a las células, y sirven para la defensa contra los 
microorganismos (bactérias, hongos, parásitos...). 
Tienen propiedades fuertemente destructoras de 
células ypueden, si no están bien reguladas, causar 
danos tisulares en muchas enfermedades (infarto 


cardíaco, lupus entematoso sistémico, artritis rem 
matoide). Mediante el sistema dei complemento se 
destruye entonces la membrana celular, y con ella 
las bactérias o las células danadas y degeneradas 
(Cap, 9). 

■ 54 Respuesta inmunitaria celular: 
células T asesinas 

Si se separa en mamíferos jóvenes el timo (molle- 
jas, glândula pectoral) se provoca, igual que en la 
separadón de la bursã en los pollos, la predisposi- 
ción a las infecdones, Después de una timectomía 



Fig. 5.11 Las células B (tinFo ei¬ 
tos B) recibieron su nombre 
de la bursa fabrictt t que 
se eneuentra en ias aves 
(es un órgano en la secdón 
final de la ctoaca). 
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Fig, 51Z Arriba: receptor 
de células T (TCR). Aba|o: 
estructura de una proteína 
MHC de dase I presentada 
con el péptido dei virus 
traio). 


Fig. 5**3 fzquierda: células T 
con CD8 (verde) y receptor 
de células T (TCR, azul). 
Derecha: células T colabora¬ 
doras con CO4 y receptor 
de células T, Ambas se 
anclan a una célula huésped 
infectada, que presenta 
en su superfície un péptido 
dei vírus (rojo) y lo ‘‘notarT 
las células T y Eas células T 
colaboradoras (arriba). 


disminuye en gran medida el número de linfocitos 
(glóbulos blancos). Puesto que las células T se des- 
arroilan en el timo, se denominaron linfocitos T 0 
células T, 

Los anticuerpos solubles (Sección 5.3) actüan muy 
bien contra los patógenos que se encuentran fuera 
de las células, pero apenas ofrecen protección con¬ 
tra los virus y las micobacterias (como la lepra y la 
tuberculosis). Éstos se protegen de los anticuerpos 
mediante las membranas de sus células huésped. 
Por ello, la evolución ha desarrollado una estratégia 
de defensa refinada: la respuesta inmunitaría 
mediada por células. 

Los linfocitos T citotóxicos (también denominados 
células T asesinas) buscan constantemente la super¬ 
fície de todas las células accesíbles y matan aqueOas 
que llevan seríales de reconocimiento ajenas al cuer- 
po (Figs. 5.12 y 5,13), Esto no es tan fácil, pues los 
Invasores no quieren dejar ninguna pista. Las células 
huésped ban desarrollado, para los invasores camu¬ 
flados, un mecanismo genial para cortar (mediante 
proteasomas) y presentan en su superfície hay un 
control sorpresa con pequenos péptidos, que se cre- 
an por una degradación proteica dei invasor en ei 
citosol de la célula huésped. Estos péptidos se condu- 
cen hacia fuera y se presentan a las proteínas de la 
membrana celular (Hg, 5.12), que codífican por el 
compiejo principal de histocompatíbilidad 
[MajorHistocompatíbílity Complex, MHC). 

Priocipalmente existen proteínas MHC de clase I 
y de clase II (Fig. 5.13). Las proteínas MHC de cla¬ 
se I, unidas a Ias células en la membrana plasmática 
dei virus atacante, se “agarran” con obstinación a sus 
péptidos unidos, de modo que los receptores de una 
célula T asesina se pueden "tocar y examinar", Los 



MHC CÍ35C I 


Célula T colaboradora 
con CD4yTCR 


Célula T con CDB y TCR 


Célula I 


Célula T 
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Receptor 
de célula bI 


' 


Receptor 
de células I 


Célula huésped 

Célula huésped f 

infectada 

infectada 


MHC clase II 


cuerpos extrahos unidos a péptidos son Ia "senal ase 
sina" y causan la apoptosis, la muerte celular pro¬ 
gramada, un "suicídio" en interés dei organismo 
completo. 

Las células T citotóxícas poseen adicionalmente 
una proteína, conocída como CD8 (CD significa 
cluster ofdifferentiãüori), que sirve para reconocer 
el compiejo de la proteína MHC de clase 1 y el pép¬ 
tido que se presenta. En el reconocimiento de este 
compiejo se entrega la proteína perforina, que for¬ 
ma poros de 10 nm de diâmetro en la membrana 
celular dlana y la hace permeable. Entonces las pro- 
teasas (granzimas) se seccionam Las células diana se 
agujerean, mueren y rompen con ello el DNA pro- 
pio y el dei virus. Las mlsmas células I se despegan 
y se estimulan para proliferar, después de haber 
demostrado ser armas apropiadas contra el invasor. 

No todas las células T son citotóxícas, 0 sea asesi¬ 
nas. Las células T colaboradoras son ünprescin- 
dibles para Ia defensa contra agentes patógenos, 
tanto extracelulares como intracelulares. Estimu¬ 
lan linfocitos B y células T citotóxícas para su pro- 
liferadón. 

También las células T colaboradoras se activan al 
reconocer antígenos exógenos sobre la superfície de 
las células presentadoras de antígenos, en general 
por células dendríticas. El antígeno está dispo- 
nlble, pues, como fragmento peptídico, se produce 
(procesa) a partir de proteínas exógenas en las célu¬ 
las presentadoras de antígeno por degradación y solo 
se presentan en la superfície de las células T colabo¬ 
radoras. El reconocimiento dei antígeno depende 
decisivamente de Ias proteínas MHC de dase II 
sobre las células presentadoras de antígeno. 

La función de un péptido mediante Ias proteínas 
MHC de clase Ü es senalízar una llamada de ayuda: 
“(las células entran en contacto con el patógeno!" 
Las de clase I, en cambio, llevan el mensaje: “ilas 
células matan al patógeno! iPresentan un mecanis¬ 
mo de autodestrucción!” 

Las células T colaboradoras se sirven de sus recepto¬ 
res de células T y de una proteína (CD4) sobre su 
superfície, que lleva un dominio (construído como 
anticuerpo) similar a una inmunoglobulina extrace- 
lular (Fig. 5,13), El reconocimiento dei compiejo no 
desencadena procesos que conducen a la muerte de 
la célula, sino que estimula para ello a las células T 
colaboradoras, segregando linfoquinas -entre eMas 
la interleuquina 2 y el interferón y. La IL-2 estimula 
las células B, que también antes tenían contacto con 
el antígeno, para proliferar y formar células plasmáti- 
cas que unen anticuerpos. Las células plasmáticas 
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Cuadro 5.3 Historia de la 
biotecnologia: Vacunas 

“Una persona que no es médico utiliza 
material de composición y toxicidad desco- 
nocidas y trata con ella a pacientes, entre 
otros un nino, que posiblemente sufren 
una enfermedad mortal. Intenta no sólo 
obtener la comprensión de sus pacientes t 
sino que publica su nombre y dirección 
para divulgar algunas afirmacíones asom- 
brosas, Además, al igual que hacen gene¬ 
ralmente los curanderos, oculta a los afec- 
tados las particularidades dei tratamíento, 
de modo que su sentido y valor no se pue- 
dan juzgar por separado. Tal vez lo peor de 
todo es que esta persona poco escrupulosa 
inyecta un microbio extraordinariamente 
virulento antes de haber realizado un análi- 
sis en animales, Algunos pacientes mueren 
y un médico involucrado se distancia de las 
maquinaciones de su colaborador. El hom- 
bre asumió estos riesgos, para luego dejar 
celebrar a voz en grito su êxito en la lucba 
contra la rabia. \Fue Lrniis Pasteur!” 

Ésta es la cita de Bernard Dixon, historiador 
de Biotecnologia en el libro de Spektrum 
“El hongo que convirtió en presidente a 
John F. Kennedy”. Pasteur tu vo mucha suer- 
te, como él mismo dijo: “la suer te favorece 
al espfritu preparado” -exactamente como 
en sus otros aspectos pioneros, Vloló -como 
anteriormente Edward Jenner en ía vacuna 
de la viruela- algunos princípios éticos. Pos- 
tuló que el causante debía encontrarse en 
la médula espinal, a pesar de que el microbio 
aún era desconocido. Lo pudo debilitar, “ate¬ 
nuar”, extrayendo la médula espinal de lie- 
bres y dejándola envejecer. 

El 6 de Júlio de 1885 administró al pequeno 
Joseph Melster médula espinal de liebre 
envejedda sin saber si ei virus podia encon¬ 
trarse en ella. Hoy se puede ver el virus de 
la rabia, en forma de proyectil, que pertene- 
ce a los rabdo vírus, con el microscopio elec¬ 
trónico (Fig. 55}. En los tiempos de Pasteur, 
sin embargo, el virus era Invlsible. Al contra¬ 
rio que la vacuna de Jenner, la de Pasteur se 
creâ en el laboratorio, 

Jenner estaba en realidad “en el lado segu¬ 
ro”: habfa notado que la viruela de las 
vacas era inofensiva. En el siglo XI, los 
médicos chinos observaron que Jas perso- 
nas que habfan superado una enfermedad 
de viruela eran resistentes a una nueva 
iitfección, En la anügua China se ínfectaba 
ya a los nibos pequenos artifidalmente con 


viruela, para que en su vida posterior estu- 
vleran protegidos contra Ia enfermedad. 

Los altos riesgos unidos a esta vacuna pare- 
cfan soportables, dada la mortal idad infan¬ 
til. En China existia la diosa viruela Chuan 
Hsing Hua Chíen , para los híndúes Shltala 
mata . Las reàcdones a la vacuna de 
la viruela más leves aparecían cuando la 
vacuna de la viruela se aislaba de casos 
de viruela especialmente leves. Esta técni¬ 
ca de vacunadón contra la viruela se 
extendíó más tarde también a Europa. En 
la segunda mitad dei sigjo XVI11 la “varioli- 
zación” estaba amplíamente extendida. 

Lady Mary Wortley Montagu dejó 
“variolizar” a su híja en 1 721 , y de este 
modo fue 3a primera persona en Inglaterra 
vacunada oficialmente. Experimentos con 
presos y huérfanos (!) dieron a los médicos 
britânicos la seguridad, e incluso los miem- 
bros de la família real se vacunaron contra 
la viruela. En 1756 el Colégio de Médicos 
recomendó la variolizacíón. Pero antes, 
Edward Jenner demostró un método en 
gran parte inofensivo. Éste fue uno de los 
motivos para la disminudón de la viruela 
y finalmente uno de los requisitos esenda- 
les para la revoluctón industrial. El signifi¬ 
cado especial dei descubrlmíento de Jenner, 
sin embargo, solamente fue considerado 
por Pasteur. Trabajó en experimentos con el 
causante dei cólera de las aves {Pasteu relia 
multodda). Pasteur usó, en poilos, un culti¬ 
vo con el patógeno, que se había dejado 
durante varias semanas en el laboratorio, 
y observô que los poilos dei experimento de 
infección no sólo sobrevivfan sino que tam¬ 
bién eran ínmunes a posteriores infecciones 
dei cólera de las aves. 

Antes, sin embargo, Pasteur había demos¬ 
trado abiertamente en 1881 la eficada de 
una vacuna protectora de las ovejas contra 
el carbunco [Badllus anthrads), la protec- 
dón de la reproducdón dei gusano de seda 
y la fermentacién dei vino segün los princí¬ 
pios científicos. \Pasteur tuvo êxito! El êxi¬ 
to contra la rabia fue ia base dei Instituto 
Pasteur en Paris. La reacción imnunltaría 
dei organismo, que concluyó Pasteur, con- 
dujo ai desarrollo de diferentes tipos de 
vacunas. 

Robert Koch (1843-1910} fundó ia bacte¬ 
riologia médica. Él fue el primero en demos¬ 
trar (en controvérsia con el belicoso Pasteur) 
que el cólera, el carbunco, la tuberculosis 
y la peste Ias causan bactérias especiales. Por 


su desarrollo de los estúdios sobre la tuber¬ 
culosis, Koch obtuvo en 1905 el prêmio 
Nobel de Medicina o Fisiologia, 

De numerosas expedídones de investiga- 
ción a Índia, Japón y países africanos se rea- 
lizaron experimentos higiénicos trópicos y 
parasítológicQs, que permitieron el conoci- 
míento dei patógeno de la peste, la peste 
vacuna, la m alaria, la enfermedad dei sueho 
y el cólera. 

Emil von Behring (1854-1917) llevó a 
cabo entonces el proceso de mmunizadón 
pasiva mediante Ia administración de anti- 
sueros (seroterapia). Desde 1880 hasta 
1889 Behring estuvo trabajando en Berlín 
como director médico, antes de que en 1888 
pasara al Instituto de Higiene y a partir de 
1889 finalmente al Instituto para Enferme- 
dades Infecciosas como asistente de Robert 
Koch, Aqui trabajó en estrecha coiaboración 
con el médico y microblólogo japonês Shi- 
basaburo Kitasato (! 856-1931). 



Behring obtuvo en 1890 los primeros êxitos 
en el tratamíento de la difteria en animales, 
La difteria era entonces una ferrible enfer¬ 
medad infecciosa, el “ángel exterminador 
de los nihos*. Mediante el trabajó de coope- 
ración con Paul Eíiriich, Behring consiguió 
finaimente el antisuero, en 1893, y con ello 
salvó la vida de muchos ninos. 

En 1895 Emil Behring fue nombrado direc¬ 
tor dei Instituto de Higiene de Marburg. 

En el afio 1901 obtuvo (cuatro anos antes 
que su admirado maestro Robert Koch) 
el prêmio Nobel de Medicina o Fisiologia 
y se le concedi ó un titulo nobiliário por 
el desarrollo dei anticuerpo y la producción 
de vacunas, 

Él fundó en 1904 la “factoría de Behring” 
en Marburg, que producfa sueros contra 
la difteria y el tétanos en grandes cantidades. 
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Cuadro 5.4 Opinión de los 
expertos: iPor qué no hay aún 
una vacuna contra el VIH? 

A primera vista parece que una vacuna 
segura, eficaz y barata puede ser realmente 
eJ instrumento ideal de la medicina epidê¬ 
mica para lograr oponer resistência al sida. 
^Por qué no existe aún este instrumento? El 
sida nos acompafia desde hace casi 
20 aflos, y en los últimos anos se han inver¬ 
tido 300 millones de dólares en la investiga 
ción de vacunas. 



Campana contra el sida en China. 


La respuesta banal es que el VIH plantea al 
investigador de la vacuna problemas nunca 
conocidos* No hay sólo uno, sino dos M tipos* 
de virus (VlH-l y VIH-2) y al menos diez 
subtipos de VIH-1 (con diferente distriburión 
geográfica). El causante parece tener tam¬ 
bién una práctic amente inagotahle capaddad 
de modificar importantes características 
superfldales constantemente, y así deja que 
“se produzca un vacfo” en el sistema inmu- 
nitario* Es evidente que las vacunas convem 
cionâles, que tienen como objetivo crear 
anticuerpos contra una característica fija dei 
causante, en este caso no pueden conseguir 
nada. Es indiscutible, mi entras tanto, que 
una vacuna eficaz contra el VTH debe activar 
los dos brazos dei sistema de defensa -la for- 
mación de anticuerpos y los denominados 
mecanismos ínmumtarios mediados por 
células* 

Sin embargo, aún no se sabe qué anticuer¬ 
pos y qué células representan la “tropa” más 
fuerte. La situadón es aún más complicada 
porque los mecanismos de defensa que son 
eficaces en sangre y los que deben atacar en 
el tracto genital, en “primera línea de com¬ 
bate 1 ", están constituidos de manera total¬ 
mente diferente. Por desgrada, los modelos 
animales utilizados hasta ahora reflejan el 
curso de la infección en humanos de forma 
poco fiabíe. Mlentras que los estúdios con 
vacunas en monos tienen el problema de 


que los diversos primates se protegen mejor 
contra el VIH que contra su homólogo VIS 
[que provoca en los monos un sfndrome 
similar al sida), sus expectativas, mejores 
que las que se despiertan mediante experi¬ 
mentos en ratones, no están confirmadas 
{ u mice tells líef , es mientras tanto el 
comentário están d ar, si de nuevo se pubíi- 
can nuevos datos de experimentos con 
roedores). 

Àl investigador íe falta aún una etiqueta 
-o se a un marcador que pueda leer, con 
un símple procedimiento de prueba, el 
efecto de protección de una vacuna* Esto 
hace difícil de nuevo el estúdio de la vacu¬ 
na en humanos, lo que significa una res¬ 
puesta inmunitaria potente de la vacuna 
no significa que la vacuna en realidad sea 
capaz M en casos sérios” de prevenir una 
infección. 



Arriba: el procedimiento dei test rápido en et 
banco de sangre de Guangzhou (China) . 

Abajo: todos los donantes de sangre deben ser 
analfzados para e[ VIH y diferentes formas de 
hepatitis, para obtener sangre segura* Anuncia 
en un autobüs de donantes de sangre en China* 


Los investigadores dei sida tienen, pues, que 
corregír también sus objetivos con ei trans¬ 
curso de los anos. Asf, una vacuna que con¬ 
fiem un 60% de protección se considera ya 
un gran êxito. Como comparación, la vacu¬ 
na contra ei virus de la hepatitis B, que se 
transmite también mediante productos de 
la sangre y relaciones sexuaies, actüa en casi 
el 100% de los casos. 


Ninguna vacuna para todas Las ocasiones 

Partiendo de la observación de que las perso- 
nas que se infectan con un VIH “lisíado” no 
desarrollan sida durante mucho tíempo (en 
un caso durante 17 ah os), se tu vo la esperan- 
za de conseguir una vacuna viva atenuada. 
Efectívamente, las variantes dei virus a Ias 
que les faltaba el denominado gen nef (u 
otras secciones dei gen que son importantes 
para )a proliferación dei virus) protegen a los 
monos, en un elevado porcentaje, contra las 
habituales variedades de los causantes de la 
enfermedad por VIH. 

Sin embargo, desde princípios de 20Oó está 
claro que las variantes propías a Ias que fal- 
tan tres secciones de genes esenciales pue¬ 
den representar una bomba de tiempo bioló¬ 
gica en las vacunas. Asf, Ruth M* Ruprecht 
y sus colegas dei Dana Faber Câncer Instltu- 
te, en Boston, demostraron que también las 
variantes dei V1H modificadas aitíficialmente 
podían hacer enfermar y final mente matar a 
los animales de experimentacíón. La vacuna 
viva debilitada está, por lo tanto, excluída 
definitivamente. 

También considerada durante mucho tiempo 
la vacuna non plus ultra, la vacuna 
DNA-gpl 20 se está revelando cada vez más 
como una sofisticaclón que consume mucho 
tiempo. Los planos constructlvos de no menos 
de 20 000 variantes de las moléculas gp 120, 
por ejemplo, los quiere dirigir al organismo 
Michael Schreiter, dei Instituto Bernhard- 
Nocht de Hamburg, mediante la vacuna DNA* 

Otros investigadores también estudian, ade- 
más de la ínformadón específica de los virus, 
determinados genes para provocar ia defi¬ 
ciência celular dei sistema ínmunitario con 
sustandas transmisoras activadas en la vacu¬ 
na sintética. El número casi ilimitado de 
posMidades de combínadón exige una 
prueba de eficacia igualmeme amplia en 
estúdios experimentales en animales, y ello 
hace que la íntroducción en la práctica de 
tales vacunas se vaya retrasando. 




Jnfecdónde una célula por elVIH. 
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La vacuna dei VIH para “todas las ocasio¬ 
nes”, por lo tanto, presumifclemèate nunca 
podrá exístlr. Se puede pensar en una gama 
de vacunas que se ajusten a las necesídades 
de diferentes grupos de rlesgo: para los 
homosexuales no Infectados, para jóvenes 
en zonas endémicas de sida o para los por¬ 
tadores dei VIH como una vacuna frente al 
desarrollo de sida. En el mono Rhesiis ya 
se ha probado con êxito una vacuna conce- 
bible, que por un lado impide ia infección 
por el virus y por otro potência tanto el sis¬ 
tema inmunitário que se puede mantener 
controlado el virus sin que se observe la 
enfermedad. 

Problemas éticos sin resolver 

Con ello está claro que las expectativas det 
presidente Clínton de tener, en el afio 2007, 
una vacuna en funcionaraiento, no eran rea¬ 
listas. También el cálculo aproximado dei 
productor farmacêutico, de ocho a díez 
anos, es presumiblemente demasiado opti- 
mista. Actualmente sólo hay una vacuna en 
ensayo clínico, y dos están en la etapa previa 
a los ensayos de fase II. Casi otras 30 susían- 
cias están en “proceso de investigadón” 

-tras 15 anos de investigadón de la vacuna 
dei sida no exactamente satisfactorios. Entre 
la ilusión y la realidad, el hecho es que se tar¬ 
da once anos en liegar desde una fase I de 
estúdio (exdusíón de los efectos secundá¬ 
rios) hasta un “autêntico uso en clínica” 

(fase 01). 

La verdadera eficacia de una vacuna y los 
efectos colaterales graves, que sin embargo 
apareceu raramente, pueden caieularse o 
determínarse exactamente si se vacunan 
más de 10 000 personas en diferentes regio- 
nes. Estos estúdios se denomínan nwltlcén- 
tricQS, y se deben planear, dar el visto bueno, 
realizar y valorar. Lo que significa de nuevo 
que aün debemos tener paciência durante 
15 a 20 afios hasta dlsponer de una vacuna 
contra el VIH realmente segura y exenta de 
efectos secundários. 

Incluso si los problemas biotnédicos se llegan 
a solucionar más deprisa de lo esperado, hay 
otra clase de obstáculos que no siempre 
dejan el camino libre mediante nuevos tru- 
cos inmunológicos en laboratorios de alta 
tecnologia. Para que la duración dei estúdio 
sea lo más breve posible, asf como por moti¬ 
vos estadísticos y de coste, los estúdios con 
vacunas deben reallzarse donde significativa- 
mente se encuentren muchas personas infec¬ 


tadas por unidad de tiempo -o sea, en los 
países en vias de desarrollo. Sin embargo, 
esto íleva implícitos problemas éticos que 
hasta ahora sólo se estudian de manera adi' 
cional. 



Virus dei sida en sangre rodeado de antícuerpos 
en forma de y. 


En realidad, es obvio que los países cuyas 
personas “muerden” prímero la “manzana” 
de prueba de una vacuna son también tos 
primeros en aprovecharse de ello, suponien- 
do que la vacuna resulte eficaz. 

La experiencia muestra, sin embargo, que 
las nuevas vacunas desarrolladas estuvieron 
disponibles con un retraso de 1G a 15 afios, 
cuando se requerfan con más urgência. Ade- 
más, las companfas farmacêuticas quieren 
ganar dinero con sus vacunas, pero ni Ias 
personas en los países en vfas de desarrollo 
ní tampoco su sistema de salud pueden 
pagar su precio habitual en el mercado. La 
mayor ironia seria, según José Esparza, 
director dei Departamento de 
Vacunas de VIH y Sida de la ONU, que una 
vacuna que ha llegado al mercado mediante 
estúdios en un país en vfas de desarrollo, 
por motivos financieros sólo se entregue 
para su uso en países industrializados. Esto 
hace aún más grande el existente “abismo 
dei sida”. 

Ütio problema ético es que personas sin 
informadón dei principio -ni dei riesgo aso- 
ciado- participen en estúdios doble ciego 
(en los cuales ni el médico ni el paciente 
saben quién ha recibido la vacuna y quién 
ei placebo). 


iQuién debe pagar esto? 

Para que los países pobres con los AIDS- 
hot spotsTíO favorezcan los “lugares de 
análisis” baratos para la vacuna dei sida, los 
institutos de investigadón de los países en 
vfas de desarrollo se involucran por igual 
ers los estúdios de las vacunas. En muchos 
países dei tercer mundo, sin embargo, se 
debe crear primero la infraestructura 
correspondiente, y no se ha establecido 
de dónde deberían provenir los médios 
financieros requeridos. Las compartias far¬ 
macêuticas no tienen interés en unos “cos- 
tes de producción que superen el 10% dei 
precio limite”, como se exige de los países 
desarrollados. Para dar forma a la investiga- 
ción en una vacuna contra el VIH lucrativa 
para la industria farmacêutica, se propuso 
desde diferentes âmbitos organizar unas 
reservas de vários miles de miilones de las 
vacunas de todo tipo para poder comprarias 
en los países en vias de desarrollo a un pre¬ 
cio dei mercado habitual. Pero quién debe 
aportar estas reservas - y mantenerlas- 
tampoco está claro. 

Incluso si los diversos obstáculos se solurio- 
nan durante el largo camino hacia la vacuna 
dei VIH, esto no significa aún que ias perso¬ 
nas se infectan también, por ejemplo, en lo 
más profundo dei Congo. Por lo tanto, la 
riqueza de los países se agota ya al cuidar su 
población con las vacunas estándar. 

Finalmente, los expertos advierten que 
centrarse en la “maravillosa arma de 
la vacuna dei VIH” puede hacer fracasar 
estratégias de otro tipo que podrían contro¬ 
lar la epidemia. El dinero destinado a la 
vacuna dejarfa de utüizarse en las medidas 
de lucha favoritas hasta ahora, “La extern 
sión dei VIH puede disminuir ya manana 
con los conocimientos actuales”, se 
comentó en la revista The Lancete n 
un artículo de fondo, “y con un gasto 
financiero daramente inferior que con 
la vacuna dei sida." 



El Dr. Hermann 
Fe ld me ter es direc¬ 
tor de departamen¬ 
to en el Instituto de 
Medicina Infecciosa 
de la Cartdad 
en Berlírt. 
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Fig. 5.14 Derecha: cômo 
se fabrícan* en un paso, 
las modernas vactinas contra 
la vi ruela y ta hepatitis. 



Fig. 5.15 Edward Jenner 

vacunardo a un paciente 
(amba) + Dibujo de Jenner dei 
brazo infectado de viruela 
vacurta de la granjera Sarah 
Nelmesíabajo). 



Fig. 5.16 El último enfermo 
de viruela dei mundo: 
elsomalíde 23 anos 
Ali Maow Maalin en 1977, 

Se invírtieron 200 a 
300 míüones de dólares 
en el extermínio de la virue- 
la de la Tíerra. Maow Maalm 
no habría sobrevivido a la 
enfermedad de La viruela 
sin antibióticos* 


Países 



Ano 


Fig. 5.17 Número de pafses 
con vírueia hasta su 
erradicación. 



Gen para el aniígeno de superfície 
principal dei virus de la hepa titis 8 


• • 
® _ 


0 99 


Proteína dei virus de la hepa titis ES 



Virus vacdnia 
recombinante 


*3 Jaa 

a ÂnFir 


Anticuerpo anÜpTOteína 
de la hepatftís B 



Inyección dei 
vírus vacdnia 
recombinante 


sangre 


Vírus vacdnia 



Anticuerpo 

antivaídníiJ 


El sistema inmunitario sintetiza 
anticuerpos contra vacdnia 
y La proteína de La hepatitis B 



segregan sus anticuerpos a la sangre. El VIH se infil¬ 
tra en el sistema ínmunitario mediante la destruc- 
ción de las células T colaboradoras* Una nueva sus¬ 
tância senal para la infecdón virai es la neopterina, 
de bajo peso molecular, que se segrega por los macro- 
fagos al plasma sanguíneo si se estimula con interfe- 
rón y. Como pudo demostrar Dietmar Fuchs con 
su grupo de trabajo (Fig. 5.22) en Innsbruck, con ella 
se puede realizar un test rápido de infecdón virai. 
Una alta concentración de neopterina en sangre 
indica que tíene lugar un ataque virai, independien- 
temente de cuál sea el virus* ila neopterina puede, 
por tanto, ser importante para el diagnóstico tempra- 
no de vírus desconocidos! Para los bancos de sangre 
sería una ayuda incalculable conocer todas las infec- 
ciones virales recientes de los donantes. Todos los 
bancos de sangre austríacos uíilizan el test de la 
neopterina* 

■ 5.5 La primera vacuna: La viruela 
vacuna contra la viruela 
humana 

Si el médico rural ingLés Edward Jenner (1749* 
1823) hubiera repetido hoy su experimento, que lo 


hizo famoso en 1796 (Fig. 5.15], seguramente 
habrfa ido a parar a la cárcel. Su experimento, inyec- 
tar en Ia piei dei nino de ocho anos James Phipps una 
muestra de una pústula de viruela vacuna de ia gran¬ 
jera Sarah Nelmes [Fig* 5.15) y dos meses más tarde 
una dosis de viruela autêntica potendalmente peli- 
grosa, infringe los patrones actuales de las pautas de 
seguridad médica y lo tacha de negligente. Esto aún 
fue superado nada más y nada menos que por Louis 
Pastetir (Cuadro 5.3)* Sin embargo, el nífto sobre- 
vlvló y Jenner ayudó a revolucionar la medicina: se 
había descubierto la primera vacuna de la historia. 
No obstante, se ha dicho que ya había vacunaciones 
activas contra la viruela alrededor dei ano 1000 a. C. 

La biotecnologia promete ahora una nueva revolu- 
ción para las vacunas: el desarrollo de nuevas 
vacunas [dei Iatín vacea f vaca) en períodos breves 
con un descenso vertiginoso dei riesgo de la vacuna- 
ción. Jenner había observado que la supervivencia a 
una enfermedad de viruela vacuna no solo aporta 
inmunidad contra la viruela vacuna, sino también 
contra la autêntica viruela humana. Lo que Jenner 
no sabia es que los virus de la viruela vacuna están 
estrechamente unidos a los virus de la viruela huma¬ 
na* Como ya hemos comentado, el cuerpo posee en 
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hl vitro 


Organismo de mamífero 


Célula B 


la sangre linfocitos que dan la alarma si aparecen 
invasores [antígenos) autoinvitados. Dan orden a 
otras células de formar material de defensa (anti¬ 
cuerpos) contra los patógenos, y con estos anticuer¬ 
pos se marca el patôgenoy es destruído por Ias célu¬ 
las fagodtícas (macrófagos) (Fig, 57). 

Ya hemos dicho que Ias células B proliferan tras el 
contacto con el antígeno y la activación por las célu¬ 
las T colaboradoras. Una parte de la descendenda 
de estas células forma anticuerpos contra los inva¬ 
sores en mayor cantidad, y otra parte se desarrolla 
a células de memória, que ante infecciones renova¬ 
das permiten una reacción inmunitaria más rápida, 

Estas células de memória pemianecen parcialmen¬ 
te a Io largo de la vida, y con ello consiguen y con- 
fieren la inmunidad dei organismo contra el corres- 
pondiente antígeno, 

jerrner tuvo suerte, porque debido a la simllitud de 
la estructura superficial de los antígenos de la virue- 
la vacuna y de la viruela autêntica, se generó inmu- 


nidad no sólo contra la inofensiva viruela vacuna 
sino también contra el peligroso virus de la viruela 
humana. Con patógenos inofensivos se puede refor- 
zarel sistema inmunitario dei cuerpo frente aun ata¬ 
que de patógenos que amenazan la vida. El último 
enfermo de viruela dei mundo, el somalí Ali Maow 
Maalin [Fig, 5.16), abandonó el hospital el 26 de 
octubre de 1977. Después de dos anos de eontrol 
mundial intensivo de la viruela, finalmente fue erra¬ 
dicada dei mundo. Sóio dos laboratorios en todo el 
mundo aún mantienen (jesperemos!) el virus de la 
viruela: los laboratorios intemacionales de referen¬ 
cia de la Organización Mundial de la Salud (OMS) 
en Atlanta (Estados Unidos) y cerca de Novosibirsk 
(Rusia), La aniquilación de las reservas es motivo de 
duras discusiones. A la vista dei bioterrorismo, las 
naciones industrializadas acaparan vacunas contra 
la viruela, ^Quién puede hoy afirmar con seguridad 
que el virus de la viruela no pueda caer en malas 
manos o estar ya en ellas? Por primera vez, gradas 
a la vacuna se exterminó una enfermedad de la Tie- 


Fig. Còmo se producen 
las vacunas. 



Fíg. 5.19 En las ínfec dores 
virales, los antibióticos no 
sirven de ayuda. Las pasti- 
llas de analgésicos antiirfla 
matoríos son a menudo los 
únicos medicamentos ade- 
cuados. 
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Cuadro 5,5 Como se obtíenen 
los antícuerpos 

Desde el trabajo de Behringy Kítasato, m 
1890, se sabe que las moléculas de unión 
específicas se pueden obtener de la sangre. 

El método clásíco es la inmunizadón de 
animales de investigadón con un antígeno. 
Después de repetidas inmunizaclones con 
êxito, se pueden obtener antícuerpos dei 
suero de los animales. La cabra de Shangai, 
que se muestrà en la Fíg. 5.24, se inrmim- 
zó con una proteína altamente purificada 
de músculo de corazón humano (la h-FABP, 
heart Fãtty Acíd Bíndtng Protein). Al final 
se purificaron de su sangre los antícuerpos 
contra MA BR Éstos son una me zela y se 
unen a diferentes lugares de la superfície 
dei antígeno (epítopos) con diferente fuer- 
za (afmidad). Puesto que cada antícuerpo 
de determinada especificldad siempre se 
une en sangre a un único clon de linfocitos 
B y la respuesta inmunitaria se basa en la 
dupUcadún de vários clones celulares dife¬ 


rentes, esto se denomina antícuerpo poli¬ 
do naL 

Otro método es el desarrollado por Kõhler 
y Milstein, que utiliza la técnica dei hibri- 
doma. En primer lugar también se inmunlza 
el animai de investigadón, generalmente un 
ratón. El ratón forma antícuerpos contra el 
antígeno en el bazo, que entonces drculan 
en la sangre y en la linfa. Debido a que se tra¬ 
ta de una variedad de antícuerpos contra 
diferentes epftopos dei antígeno de diferen¬ 
tes clones celulares, se consiguen anticuer- 
pos polidonales. El objetivo es conseguir, sin 
embargo, grandes eantídades de un antícuer¬ 
po "uniforme”, homogéneo, que sólo está 
dirigido hacía un único epitopo. 

Para ello, los antícuerpos no se obtíenen de 
la sangre, sino más bien se toma el bazo dei 
ratón y se afslan de él los linfocitos B existen¬ 
tes. En realidad, los linfocitos B se originan en 
la médula ósea, de las células madre. En el 
bazo 0 en los nodos linfáticos proliferan los 
clones de los linfocitos B existentes específicos 


de antígeno, 0 se diferencían a células plasmá- 
tícas 0 células de memória. Cada linfocito B 
produce solo "su" antícuerpo, con una especí- 
Gcidad completamente propía. 

Se funden ahora en un tubo de ensayo los 
linfocitos B con células mieloides (células 
tumorales, que crecen bien en cultivo celm 
lar) y se obtíenen células de hibrídoma, 

La descendencia de una célula, un clon, pro¬ 
duce entonces antícuerpos uniformes: los 
antícuerpos monoclonales. 

Segün la selección se encuentran clones con 
ta inmortalizacíón de células de câncer y la 
producción de antícuerpos de los linfocitos 
B. 5e pueden producir, en principio, cantída- 
des ilimitadas. La selección (screenirtgj es, 
por lo tanto, compleja. Mil es de clones 
deben cultívarse por separado en condicio¬ 
nes estériles y anaiizarse. 

Los antícuerpos recombinantes son un ter- 
cer camino. Los antícuerpos no se producen ya 
en animales de investigadón (//i vivo) sino en 
cultivos de bactetías o de células \ in vitrv). 



Obtención de antícuerpos polidonales 


Inmunización 



Repetición de lá iornunizadón frefuerzoj 
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(células de mieioma) 




- i 


Sobrenadante dei 
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Obtención de antícuerpos recombinantes 
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Sangre de 
donante (con 0 
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PCR 
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vísualizarión dei fago 
(selección) 
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rra. Â princípios dei siglo XIX enfermaban de virue- 
la en Alemania más de medio millón de personas al 
ano, y uno de cada diez morfa. las caras con marcas 
de la viruela no eran ninguna rareza* 

Desafortunadamente, sin embargo, los causantes de 
enfermedades menores poseen “familiares" tan 
estrechos y al mismo tiempo tan inofensivos como los 
autênticos vírus de la viruela. Sólo con Louis Pasteur, 
que habfa nacído un ano antes de la muerte de 
Jenner, empezó la búsqueda selectiva de vacunas 
(Cuadro5.3). 

■ 5.6 Las vacunas modernas 

Hoy usamos para vacunar esendalménte toxoides, 
patógenos muertos y patógenos vivos debilitados* 
Después de los êxitos más redentes de Ia ingeniería 
genética, se trabaja en vacunas vivas modificadas y 
en vacunas peptídicas. 

Los toxoides son extractos de los venenos (toxinas) 
sumínistrados por los patógenos, Éstos se neutra- 
lizan (en parte con formalina) y tras ínyectarlos son 
estimulados por el sistema inmunitario en ei cuer- 
po (por ejemplo en el tétanos y la difteria]* 

EI causante dei tétanos, Clostridium tetãni (que se 
encuentra en ei suelo), contagia por ejemplo una 
herida y desprende una proteína neurotóxica al 
torrente sanguíneo* Provoca una parálísis espástica, 
escenas atroces en los heridos que sobrevivían 
a combates en el pasado. 

La vacuna dei tétanos debe renovarse de vez en 
cu ando para mantener la concentración suficiente 
de anticuerpos circulantes contra la toxina. 

En el cólera, la parálisls infantil (polio) y el tifus se 
utilizan como vacuna, en cambio, bactérias muer~ 
tas quimicamente 0 virus, La vacuna dei cólera no 
puede, pues, causar la enfermedad, pero contiene 
el veneno danino (toxina) fabricado por la bactéria 
dei cólera* 

Esta vacuna es activa por vfa oral. El cuerpo, tras la 
vacunación, forma anticuerpos propios contra ias 
bactérias muertas y el tóxico. 

La seguridad de la vacuna dei cólera es aproximada¬ 
mente dei 90%, Los adultos y los nlnos a partir de 
ó anos reciben dos dosis de la vacuna con una sepa- 
ración mínima de una semana y máxima de seis 
semanas, La protección de la vacuna empieza ocho 
dias después de administraria y dura aproximada- 
mente dos anos. 

Se utiliza el patógeno atenuado (debilitado) en la 
rubéola y las paperas. Lamentablemente, ocurrfan 


Cultivo 
de virus 




Flg. 5.20 Un ELISA 
(Emyme-Línked Immuno- 
Sorbent Assüy) demuestra si 
el paciente ha formado antf- 
cuerpos contra el virus invO’ 
lucrado, 5] se ha Infectado, 
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infectado? 


Anticuerpo contra la proteína 
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Lavado de la 
jtfv proteína dei 

virus no unida 



Adkión de un anticuerpo monockmat, 
marcado con una enzima, 
contra anticuerpos humanos 


Fig, 5*ai Una placa de ELISA 
de poliestírol condene 
8 x 12 = 96 podllos (wzlts) 
para la inmunorreacción 
y se rellenacon una pipeta 
multícenal (con ocho puntas 
de pipeta de plástica 
cambiabtes). 


Adidon dei sustrato 
(incoioro) 


Lavada 
antícuerpo 
no unido 


El sustrato incoioro se convierte 
mediante la enzima en un producto azul 

Resultado dei test: Ipositivo para el virus! 
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Cuadro 5,6 Historia de la 
biotecnologia; Anticuerpos 
monoclonales 

George Kõhler estudíõ en Freiburg, Des¬ 
pués de sus estúdios y la promociôn 
en el Instituto de Irnnunología, en Basilea, 
en 1974 fue a realizar una estancia como 
invitado durante dos afios aJ iaboratoiio diri¬ 
gido por Cesar Milstein en Cambridge, 

Los linfocitos normales, por desgracia, no 
pueden proliferar en cultivos celulares, y por 
io tanto no pueden mantenerse como prove- 
edores de anticuerpos, Sin embargo, en el la- 
boratorio de Milstein se pudieron mantener 
durante tíempo en cultivo las células de mie- 
loma de ratones. Soti descendíentes degene¬ 
rados de linfocitos, que se comportan sin res- 
tríccíones como células cancerosas 
y prolíferan, y a partir de entonces poseen 
la capacidad de producír anticuerpos, 
íGué pasa si se “casan” ambas con astúcia 
y alevosía? iOcurre una de tales fusiones 
celulares con espedficidad desconocida tam- 
bién con una célula mieloíde y un línfocito 
normal? ^Las células tujas suministran, ade- 
más de anticuerpos de mielomas de específi- 
cidad desconocida, también anticuerpos de 
espedficidad conocida de los linfocitos? Para 
este experimento Kõhler utilizó eritrocitos 
(glóbulos rojos) de oveja como antígeno y ios 
inyectó en un ratón. Después de que se des- 
arroliara la reacdón inmunítaria por él cau¬ 


sada en el cuerpo dei animal, le extrajo el 
bazo. En el bazo se forman linfocitos, que 
permaneceu allí en grandes cantidades. El 
tejído de bazo reducido se puso en cultivo 
con células de mieloma, junto con la sustân¬ 
cia química para la fusíòn celular (polietilen- 
glicol). Esperó a que se generara la mezcla 
celular con las propiedades adicionales dese- 
adas, 

En realidad, este “matrimonio celular” pro- 
dujo los sensacionales frutos esperados. Con 
la ayuda de eritrocitos de oveja, que entonces 
síivieron como prueba dei antígeno, George 
Kõhler identificó una propordón mayor de 
células híbridas. Se produjeron anticuerpos 
contra los eritrocitos reconoddos como exó¬ 
genos, Tales células se reprodujeron entonces 
por separado en cultivo y proliferarem Habí- 
an heredado la inmortalidad de las células de 
mieloma, y al mismo tiempo produefan anti¬ 
cuerpos con la espedficidad conocida de los 
linfocitos, sus otras células paternas, Se deno- 
mínan células hibridomas. 

Después de obtener ei prêmio Nobel, se pre- 
guntó a George Kõhler en una entrevista por 
qué él y Milstein no habían patentado su 
método, pues podrían haberse hecho multimi¬ 
lionários con los míies de millones de entregas 
de anticuerpos monodonales. Kõhler: “El 
sefíor Milstein informÓ a las personas respon- 
sables en el Medicai Research Coundl de que 
habfamos encontrado algo que se podia patem 



tar. Sin embargo, no redbünos nínguna res¬ 
puesta, A nosotros nos daba igual, y por eso 
hemos publicado nuestro método. Somos 
científicos, no hombres de negpcios. Los cien¬ 
tíficos no deberían patentar nada, No hemos 
reflexionado mucho sobre ello; nuestra deci- 
sión fue espontânea, digamos que nos 
salió dei eorazón. Si me hubiera ocupado dei 
dínero, deberfa ocuparme ahora de los nego- 
dos de la patente, Habrfa sido con ello una 
persona completamente diferente. Eso no 
habría sido bueno para mí, n 


| una serie de accidentes de vacunación si el patóge- 
no no estaba completamente muerto 0 debilitado. 

Desde 1985 existen diferentes vacunas de inge- 
niería genética para humanos yanimales, por ejem- 
" m pio contra la fiebre aftosa de las vacas (peste bovina). 
Desde 198õ se ha admitido -primero en Estados 
Unidos- una vacuna producida por ingeniería gené- 
* tica para humanos; protege contra la hepatitis B, 

El virus de la hepatitis B (VHB) es un virus DNA. 
Con casi 350 millones de humanos infectados crô¬ 
nicamente es, junto con la tuberculosis y la infec- 
eión por el V1H, una de las enfermedades infeccio¬ 
sas más freeuentes dei mundo. Hasta el 25% de los 



Fíg. 5.22 Arriba: 

Díetmar Fuchs (Lfniversidad 
de innsbruck), el principal 
experto en la neopterina. 
Esta molécula senai la for- 
man los macrôfagos tras 
el ataque activo dei ví ms. 
Enseguida, después 
de la inyeedón cor cada 
uno de los virus, se puede 
detectaria neopterina, Aba- 
jo: molécula de neopterina. 


enfermos mueren a causa de las secuelas de la enfer- 
medad por d VHB (drrosis hepática, carcinoma 
hepático). Estos virus se presentan endémicamente 
en el Sudeste de Asia y en África tropical. Gradas a 
la camparia de vacunación, la aparidón de portado¬ 
res crónicos dei virus ha disminuido en el norte y el 
este de Europa por debajo dei 0,1%, 

La producción convencional de la vacuna contra Ia 
hepatitis B se encontró con un gran problema; en 


contraste con los microorganismos principales, el 
virus de la hepatitis B se cultiva bien en médios de 
nutrición 0 en embriones de animales [por ejemplo 
en huevos de gallina incubados). Las vacunas tuvie- 
ron que producirse, por lo tanto, con proteínas de las 
envolturas dei virus, que producen una respuesta 
inmunitaría al antígeno superficial de la sangre infec¬ 
tada dei portador de la enfermedad. Por ello, los virus 
se destruyen primero y las proteínas de la envoltura 
se disuelven mediante sustancias activas superficia- 
les (detergentes) y luego se purifican. Sirven de vacu¬ 
na y provocan, pues, una respuesta inmunitaria. 

Naturalmente, la sangre infectada es peligrosa para 
las personas, que deben ínteractuar con ella. Los tra- 
bajadores que la utilizan deben, por lo tanto, inmu- 
nizarse, 0 sea vacunarse. El trabajo tiene lugar en 
laboratorios aislados y seguros. Cada dosis de esta 
vacuna se debe probar en ehimpancés (se pueden 
utilizar solamente de modo restringido por razones 
éticas) para excluir impurezas de virus vivos. 

La producción de una de estas vacunas dura casi un 
afio. Resultado: una vacuna natural en cantidades 
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restringidas, o sea, sólo disponible para grupos de 
rlesgo. 

La nueva vacuna biotecnoiógica contra la hepatitís B 
$e produce ahora con levaduras (eucariotas) manipu¬ 
ladas por ingeniería genética o con células de mamí¬ 
feros. Se basa en una proteína superficial de este virus. 
Una vacuna en £ co/f no era tan efectiva. Las células 
bacterianas manipuladas no pueden realizar todas las 
modificadones en las proteínas, especialmente gjico- 
síiaciones (véase final dei Cap. 3). 

En reaiidad, las vacunas de DNA son los subproduc- 
tos de la investigación genética, Se liabfa visto 
y determinado en los experimentos de transferen¬ 
cia de DNA que las proteínas producidas provocan 
a menudo alergias (reacciones de defensa). Sin 
embargo, icômo se podrfa crear una virtud de la 
necesidad, después de descubrir qué antígenos 
superficiaíes conducen al sistema inmunitario 
humano a producir la reacdón inmunitaria? 

Debido a que estos antígenos son proteínas, se pue¬ 
den producir mediante aislamiento de los genes 
correspondientes de la herencia de los virus y su 
incorporación en microorganismos inofensivos 
(como levaduras de cocciôn) o células de mamífero 
en grandes cantidades. Así, nunca hay peligro de 
una contaminación de la vacuna con virus. 

■ 5.7 Las vacunas vivas 

La razón de la tradicional caza anual dei zorro en 
Inglaterra también se ha convertido en obsoleta en 
términos científicos. El Parlamento Britânico prohi- 
bió la caza dei zorro a partir de febrero de 2005. El 
“zorro Reinecke”, el animal simbólico de las fábu¬ 
las alemanas, se habfa cazado despiadadamente 
hasta entonces, no tanto por ladrón de gallinas sino 
más bien por ser portador de la rabia. 

En los bosques de Europa, los zorros se protegieron 
sólo blotecnológjcamente mediante la preparadón 
de un cebo con vacunas vivas. Para las vacunas 
vivas se utilizan virus inofensivos, por ejemplo el 
vírus de la viruela vacuna [vâccínía] que Jenner uti¬ 
lizo como vacuna de la viruela. El vírus sirve aqui 
símpiemente como vector, como medio de trans¬ 
porte para genes exógenos. Su ácido nucleico es un 
DNA de doble cadena con 180 000 pares de bases. 

En 1982 se pudo demostrar que, como mínimo, no 
se necesitaban dos fragmentos mayores dei DNA 
para la proliferación. Éstos se pueden ampliar con 
DNA exógeno, bien completo 0 en parte. Los genes, 
que codifican para la interacdón de las proteínas 
de la envoltura con el antígeno, se incluyen de for¬ 
ma estable en el material genético dei vinis, de modo 
que el virus no posee su habílidad para atacar las célu¬ 
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las de mamíferos. Se pueden íntroducir al mismo 
tlempo hasta 20 genes exógenos. Si se acoplan con 
un gen promotor (como “interruptor"], se expresan 
en las células de mamíferos juntamente con los genes 
dei virus vacunal, es decir, se convierten en proteínas 
(Fig. 5.14). Esto tuvo êxito en experimentos con ani- 
males para los antígenos superfiriales dei virus de Ia 
hepatitís B, el virus de la rabia, el vinis dei herpes sím- 
ple y también el virus de la gripe. 

Para la vacuna dei VTH empezaron a princípios 
dei ano 2005 los ensayos clínicos de fase II para la 
denominada vacuna trivalente “MRKAdS VIH-1 
gag/pol/nef”. Se basa en un vírus dei resfriado (ade- 
novírus) modificado, de modo que no causa ningún 
resfriado, pero como vector sirve para los tres genes 
dei VTH producidos sintéticamente. Las proteínas dei 
VIH formadas son absolutamente inofensivas y cau- 
san una reacción inmunitaria en el organismo. 


Fig. 5,23 Cõmoseoriginan 
tas células híbridomas para 
los antícuerpos monodona- 
les: los linfo eitos se aíslan 
delbazode un ratán 
y mediante técnicas de 
fusión celular (por ejemplo 
polietUenglicol 0 eleetrofu- 
siõn) se unen con céluias 
de ml elo ma (células cancero¬ 
sas degeneradas dei sistema 
inmunitano) para formar 
células híbridas (células 
hibridomas), que reilnen en 
etlas lacapaddadde produ- 
cfr antícuerpos de tos Elnfoci- 
tos y la inmortatidad 
de las células cancerosas. 

Las células hibrídomas cre- 
cen en médios de alimenta- 
dón en colonias dei mismo 
tipo de células (clones), que 
sintetizan todas el mismo 
anticuerpo (monodonaO 
y lo liberan al medio. 
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Flg. 5.24 Los anticuerpos polí- 
elonates se obtiercen en corte¬ 
jos (arriba) yen cantidades 
mayores con cabras (aquT una 
cabra de Shanghaí). Se for' 
man por inyeccton delcorres- 
pondienteantígeno para 
la producclôn de anticuerpos. 
Determinadas líneasde rato- 
nes sirvert, tras la ínmuníza- 
dân, como productoras 
de células de bazo (abajo). 



FTg. 5.25 Multitud en la 
recepción dei banco de san¬ 
gre de Guanzhou en China. 
Los dcmantes son anatizados 
previamente con un test 
rápido de sífilis y hepatitis. 
Asf se descubren de manera 
rápida, los infectados y no se 
les permite donar 


Las “vacunas comestibles” generan grandes con¬ 
trovérsias. En ei Gap. 7 veremos que se crean como 
plantas transgénicas. Especialmente los plátanos 
0 las patatas marcadas (por ejemplo coloreadas 
de azul), como una vacuna por vfa oral, podrían 
introducír la vacuna en ei cuerpo a través dei tracto 
gastrointestinal 

■ 5.8 Anticuerpos monodonales: 
balas mágicas de un biorreactor 
altamente específicas y uniformes 

El 7 de agosto de 1975 aparedó un trabajo revolucio¬ 
nário. César Milstein (1927-2002, Cuadro 5.6), de 
la Universidad de Cambridge, natural de Argenti¬ 
na, que había huido de su patria antes de la dicta- 
dura militar, y Georges Kohler (1946-1996), de 
Alemania, describieron en su publlcación un pro- 
cedimíento con el que se generaban “anticuer¬ 
pos monodonales”, es decir, moléculas de de- 
fensa con una estructura y especifícidad unifor¬ 
mes. Para la analítica bioquímica y el diagnóstico 
médico amaneció con eilo una nueva era. En 
1984, los dos científicos obtuvieron el prêmio 
Nobelpor su trabajo. 

El significado revolucionário de este procedimiento 
es que tras Ia inmunización de un animal, la obten- 
ción de tejido dei bazo, el cultivo mezcla de células 
de mieloma y de bazo, la fusión, la selección sinto¬ 
nizada y el cultivo de las células de hibridoma [Cua¬ 
dro 5.5), se aíslan los anticuerpos monodonales 
selectivos, de la especificidad deseada, en grandes 
cantidades. 

La capacidad única dei sistema inmunitario para 
reconocer determinadas estructuras de forma selec- 
tiva y con la más alta seosíbilídad -concretamente 
molecular- puede utilizarse luego en personas. 

Las baias mágicas dei guardabosques Max, fundidas 
en el Valle de! Lobo, buscaban certeramente su dia- 
na, por lo menos en la ópera “El cazador furtivo" de 
Cari Maria von Weber (Fig. 5.27). 

También Paul Ehrlidi buscó sus magic bullets, 
balas mágicas, que son los anticuerpos monodo¬ 
nales para la medicina de hoy. En el diagnóstico, 
los anticuerpos monodonales conquistan hoy 
otras áreas. 

Tomemos por ejemplo una enfermedad virai. El 
cuerpo forma anticuerpos como reacdón al ataque 
de! virus, Si se dispone de anticuerpos monoclona- 
ies contra el virus implicado, se puede observar en 
los fluidos corporales de los pacientes que éste ha 


sido infectado (Gap. 10, test ELISA para virus). 
Los tests de este tipo son ya habituales para el VIH 
y !a hepatítis (Figs. 5.20 y 5.21). 

A menudo,. sin embargo, no se detecta el propio 
virus; para ello las pruebas no suelen ser lo suficien¬ 
temente sensibles, sólo si se han formado anticuer¬ 
pos en el paciente. La desventaja: los anticuerpos 
antivírus se producen tras semanas en cantidades 
analizables. Si alguien tiene una infección redente 
por ei VIH, no se pueden analizar aún los anticuer¬ 
pos en sangre. 

En ia epidemia de SARS en Hong Kong se tuvo un 
problema con la reacdón en cadena de la polime- 
rasa (POR, véase Gap. 10) para detectar el virus de 
forma rápida y segura. A ello se ahadió que la PCR es 
tan sensible que sólo con el aire dei laboratorio se 
refuerzan las impurezas de los ácidos nudeicos. Los 
pacientes sanos se identificaban falsamente (“falsos 
positivos”) como casos de SARS, y entonces realmen¬ 
te se infectaban en el hospital con SARS. 

Lo que funciona para los virus es válido también 
para otros tipos de patógenos; más aún, también pa¬ 
ra células corporales afectadas de câmbios en la 
estructura de su superficíe. En determinados tipos 
de câncer, por ejemplo, aparecen estructuras de pro¬ 
teínas muy especiales en las células tumorales invo- 
lucradas. Éstas ayudan, por regia general, a que el 
sistema inmunitario reconozca un tumor. También 
contra ellas, los denominados marcadores tumo¬ 
rales producen anticuerpos monodonales. Sí se 
diagnostica un tumor de este tipo, se puede deter¬ 
minar exactamente su tamano y longitud en el cuer¬ 
po con la ayuda de anticuerpos monodonales. Éstos 
pueden mejorar considerablemente las posibüida- 
des de tratamiento -por ejemplo la extraccíón qui- 
rúrgica 0 la irradiación dei tumor. 

EI seguimiento dei câncer transcurre de la siguien- 
te manera: el anücuerpo monoclonal se “marca" en 
el tubo de ensayo mediante una reacdón química 
con una sustancia radiactiva y se ínyecta en ei 
torrente sangufneo dei paciente. 

Los anticuerpos se reparten en principio por todo el 
cuerpo. Las moléculas de anticuerpos que encuen- 
tran el tumor se unen a él de forma estable. Con ello 
se concentra durante un tiempo la radiactividad en 
el tumor. Para mantener baja la carga de radiación 
dei paciente se utiliza, obviamente, una dosls muy 
baja de radiactividad. A pesar de ello, ia fuente de 
radiactividad se localiza exactamente en el cuerpo 
con métodos de medidón sensibles. Esto aporta al 
médico datos exactos sobre el tamano y la posición 
dei tumor. 
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La herramíenta principal para una terapia tumoral 
se encuentra hoy en los anticuerpos monoclonales. 
En conjunto, la técnica tíene como objetivo reme¬ 
diar o reducir un problema principal de la qui¬ 
mioterapia: incluso los mejores medicamentos tie- 
nen una elevada toxicidad que no se dirige sólo a 
las células cancerosas, y los efectos colaterales no 
deseados son, por lo tanto, inevitables. En esta 
sítuacion, acoplados con tóxicos celulares, los anti¬ 
cuerpos monoclonales pueden desempenar el 
papel de balas mágicas terapêuticas, que alcanzan 
por separado e infaliblemente su lugar de acción, 
El primer gran êxito se logró con el anticuerpo 
monocionai rituximab contra el linfoma no Hodg- 
kin (véase más abajo). Este anticuerpo se produce 
por ingenierfa genética. 

Iras cien anos pareció realizarse el sueno dei gran 
médico Paul Ehrlich (Fig. 5.36). É1 comparo la ma- 
nera de interaccionar de los anticuerpos (que él 
denominaba “receptores” o “cadenas laterales”) 
con las balas mágicas. Paul Ehrlich esperó poder 
convertir este principio, en aigún momento, en la 
base de una nueva generación de medicamentos 
altamente selectívos* 

Otros descubrímientos fascinantes se están prepa¬ 
rando, Ya se ha conseguido produdr anticuerpos 
biespecífícos, en los cuales cada uno de los luga¬ 
res de union une un antígeno diferente. Se experi¬ 
menta también con anticuerpos que contienen par¬ 
tes de diferentes seres vivos (por ejemplo anticuer¬ 
pos “humanizados”, véase más abajo). Se abren 
perspectivas completamente nuevas con los antí- 
cuerpos con activldad enzímática: anticuerpos 
catalíticos o abzimas, que agrupan la selectividad 
de los anticuerpos con la fuerza catalítica de las 
enzimas, 

■ 5.9 Anticuerpos catalíticos 


Reacción química deseadai 



Agua 


Estado de transícíân (inestabíe) 





Células tumorales 
(células de mieloma) 

—.^ O 

o ® 0 


Células B de baio 


Células hibridomas 


Construcoíón de un 
modeb de umón estable 


Inmurtlzadán 


Anticuerpo catalítico 



^Pueden servir los anticuerpos también como enzi¬ 
mas? Puesto que tanto las moléculas de anticuerpos 
como las de enzimas se unen de maneia similar 
(principio llave-cerradura 0 ajuste inducído, Gap, 
2), Richard Lemery su colaborador en la Clínica 
Scripps de CaUfornia tuvieron la idea de construir 
anticuerpos con propíedades catalíticas. 

Las enzimas rebajan la energia de activaciôn re¬ 
querida, en tanto que no unen con más fuerza los 
sustratos sino que forman un estado de transi- 
ción dei sustrato (Gap. 2). EI estado de transiclón 
(en inglês, transitíon State) se estabiliza de este 
modo y, como resultado, se necesita menos ener- 


Conversion catalítica dei éster 

g£a para formario; lograr el equilíbrio de reacción 
se acelera a menudo en miles de millones de 
veces, 

La idea era entonces que, si se podia desarroilar un 
anticuerpo contra un estado de transiclón de la 
matéria, este anticuerpo también deberfa eatalizar 
la correspondiente reacción. Pero para formar un 
anticuerpo se necesita el antígeno que provoca una 
respuesta inmunitaria en un animal de investiga- 
ción. El estado de transiclón de un sustrato es, sin 
embargo, inestabíe, de modo que prácticamente no 


Fig. 5.26 Cómo $e producen 
los anticuerpos catalíticos; 
aquí los anticuerpos catalíti¬ 
cos para la hidrdlisis de éster 
(ízquierda* esquema). 

Abajo: La reacción química 
de Oi eis-Al der no puede ser 
ca ta li zada por enzimas n atu¬ 
ra les, y sin embargo tíene 
un significado esençial para 
la síntesis química. Las dos 
matérias de partida forman 
un complejo intermédio ines¬ 
table (en rojo), que entonces 
se degrada a dióxido 
de azufre y el producto final. 
La enzima actüa estabilizan¬ 
do el producto intermedia. 
Para convertir un anticuerpo 
en una enzima se debe ínten- 
Earestabiüzarquímkamente 
el estado intermédio dei pro- 
duttojmitãndolo. 



La molécula verde es una Imt- 
tación estable. La imita ción 
se inyecta entonces a rato- 
nes, y $e obtienen anticuer¬ 
pos contra ella. Estos anti¬ 
cuerpos se comportan catalí¬ 
ticamente, esdecir, convíer- 
ten en realidad et producto 
de partida, aunque no con 
la efeeiívídad de una enzima 
"autêntica". Aqui se mues- 
tran (en una visión desde 
arriba) sólo ambas "manos" 
dei anticuerpo. 



Fig, 5.27 El demonío Samíel 
en la ópera “El cazador furti¬ 
vo” habría separado hoy 
los monoclonales como 
las balas mágicas. 
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1 un filtro réplica 




Mediante £ coh\ las proteínas 
unidas de las cadenas H y L 
de anticuerpos se acumulan 
en las moléculas Fab 



Los Fab se unen al filtro 



El Fab se une 
al antígeno 


Aíslamíento dei D NA dei fago de la placa original 

vYAY/BT^BAYAYA/Aic 


Clonaciõn de DMAc para las cadenas H y Ldel antkuerpo 

Fig + 5,28 Preparación 
de una biblioteca de anticuer- 
pos combinatória. 


existe en forma libre y no se pueden generar anü- 
cuerpos contra él en animales de investigadón. 
La soluclón consistió en construir modelos quími¬ 
cos que se parecen de manera enganosa y espacial¬ 
mente al autentico estado de transición de un sus- 
trato, pero que son estables (Fig* 5.26)* 

Un ejemplo es que en la hidrólisis de un éster 
(rotura mediante incorporadón de agua en un 
éster) transcurre Ia reacción desde la molécula de 
éster planar (los átomos se encuentran en un plano), 
pasando por un estado de transición con ordenación 
tetraédrica de los átomos (átomos colocados en las 
esquinas de un tetraedro), para formar otra vez un 
producto planar (ácido y aicohol). El ésteres eléctrí- 
camente neutro; en cambio, el estado de transición 
está polarizado por cargas positiva y negativa. 

Se encontro entonces un modelo molecular esta- 
ble, en el coai el fósforo sustituía al carbono central 
dei éster (Fig. 5.26), Así se imita la geometria y la dís- 
tribudón de cargas dei estado de transición inesta- 
ble. La sustanda modelo, tras su unión a una prote¬ 
ína portadora, produjo como antígeno una reacción 
inmunitaria en ratones. Entre las células hibrldomas 
originadas se seleccionaron algunos clones que se 
unieron a la sustancia modelo, 

Entonces se anadió éster aios anticuerpos rnonodo- 
nales asf originados. Algunos no mostraron ningún 
efecto; posiblemente eran específicos para una par¬ 
te de la molécula que no era significativa para el 
estado de transición. En cambio, otros anticuerpos 
aceleraron la reacción unas mil veces. 

Una reacción química muy interesante es la reac¬ 
ción de Diel$-AÍ der, para la cual no existe ningu- 
na enzima en la naturaleza* Sin embargo, se consi- 
gue construir anticuerpos catalíticos para eila 
(Fíg. 5.26, derecha). 

■ 5.10 Anticuerpos recombinantes 

Para muchas aplicadones se requiere una estructu- 
ra unida a un posíble antígeno pequeno. Antes dei 
desarrollo de la ingeniería genética, sólo se podían 
originar anticuerpos convendonales mediante la 
inmunización (anticuerpos poUclonales directa- 
mente a partir dei suero dei animal) o mediante la 
técnica dei hibrídoma (anticuerpos monoclona- 
les) (Cuadro 5*5]. 

Abora hay, desde hace poco, anticuerpos ín vitro , 
o sea generados fuera dei cuerpo dei animal, en cul¬ 
tivos celulares o de bactérias -principalmente sólo 
las partes que unen antígenos, es decir, un fragmen¬ 
to (fragmento Fab, fragment antigen binding). 
Antes, los fragmentos Fab (Cuadro 5.2) sólo se po- 
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dían obtener a partir de anticuerpos completos 
mediante la fragmentadón con proteasas. Hoy se 
pueden conseguir por la ruta recombínante. 

Los lugares más importantes para la unión de anti¬ 
cuerpos son las regiones variables (Fv). Á éstas les 
falta, sln embargo, ei enlace estabilizante mediante 
los puentes disulfuro de ias cadenas constantes* Se 
deben estabilizar de forma adicional: se unen gene- 
ralmente mediante un enlace peptídico a una hebra 
simple. Además, contienen aún una "etiqueta” (en 
inglês tag\ , una extensión para un cambio de pro- 
piedades bioquímicas o para unirse a superfícies* Asf 
se originan fragmentos Fv de cadena simple 
(fragmentos scFv; Cuadro 5*2, a la derecha, abajo)* 

l Por qué entonces anticuerpos recombinantes si 

el sistema inmunitario posee una reserva casi ínago- 
table? Una buena notícia para los amigos de los ani- 
males es que ahora se pueden generar anticuerpos 
completos sin la ayuda de anímales o humanos. jEn 
los tíempos de la encefalitis espongiforme bovina, la 
hepatitís y el sida es una ventaja! 

Los anticuerpos obtenidos son naturaimente tam- 
bién monoclonales, es decir, se forman de un 
único clon, son altamente específicos y se unen 
exactamente a un epítopo. 

Si se pueden producir anticuerpos, por ejemplo, con 
la ayuda de las bactérias coh] es rmicho más barato 
y más rápido que la produceión en cultivo celular 
animal con células híbridomas* Más importante aún 
es el hecho de que la íngeniería completa de E. coli 
está disponible: la secuenciarión, el análisis y las 
modificadones se simplifican enormemente. 

■ 5.11 Bibliotecas de anticuerpos 
combinatórias 

Incluso en una fusión exitosa de mieloma (câncer) 
y células de bazo a células híbridomas pueden gene- 
rarse solamente docenas o como máximo cien anti¬ 
cuerpos diferentes -no demasiados, }$i se piensa 
que nuestro sistema inmunitario puede producir 
100 000 000 de anticuerpos de diferente especifíci- 
dadl ^Cómo se puede desarrollar este gigantesco 
potencial? 

Se evita el paso de ia fusión (que en realldad es bas¬ 
tante poco eficaz), se inyecía el antígeno a un 
ratón, se toman entonces Iras la inmunización 
células de bazo y se origina el RNAm maduro 
(Cap. 3)* Con ello se produce sólo el material 
genético de los exones; los intrones ya están cor¬ 
tados. Con la transcriptasa inversa se sintetiza, a 
partir dei RNAm de una hebra simple, un copy 
DNA (DNAc) de doble hebra. Con Ia PCR [Cap. 10) 


Biblioteca de DNAc 
generados por casualidad 


\ 


Lígasa 




dei mutante fuertemente unido 


encuentra. 
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Fig. 5.30 G&orge P, Smith 
utilizo el bacteriófago M13 
para eld/spfáydefago. 



Fig. 5.31 Las células de £. coli 
se infectan con fagos. 



Fig, 5<32 Hormona det 
credmiento h u m an a (h G H, 
arriba) y tâmo se une la hGH 
(abalo, an rojo) al receptor. 



potelligent-corn,. 


Fíg, 5.33 Ingeníería de proteí¬ 
nas en los anticuerpos, pre- 
sentada mecânica mente por 
la companía Biowa Qapón), 
una sucursal de Kyowa Hakko, 


se producen millones de copias dei DNAc para Ias 
cadenas ligeras y pesadas dei antícuerpo (Fig. 5.28). 
Entonces se cortan las copias de DNAc con endo- 
nucleasas de restriccíón para obtener “extremos 
pegajosos” e Incorporarse a continuación con 
DNA íigasa a vectores para los bacteriófagos X. Se 
consiguen así dos bibliotecas {libraries} diferen¬ 
tes: una con DNA de cadenas H [para las cadenas 
pesadas, heavtf y una con DNA de cadenas L 
[para las cadenas ligeras, líght] (véase Fig. 5.28). 
Seguidamente se recombinan las dos bibliotecas 
de fagos en una tercera “biblioteca de fagos reeom- 
binante”. Estos fagos aleatoríos poseen ahora pa¬ 
res de DNAc de una cadena L y una cadena H. Esta 
biblioteca de fagos [phage library) se siembra 
sobre una capa de bactérias, es decir, se infecta 
E. colic on fagos. 

Las células coli producen pares aleatórios de cade¬ 
nas H y L, En caso de que las cadenas peptídicas 
encajen entre sí, forman fragmentos Fab. Tras la 
separación en placas de Petri se toma una huella dei 
fragmento Fab unido sobre un filtro de nítrocelulo- 
sa. Los fragmentos Fab se unen fuertemente al fil¬ 
tro, como todas las proteínas, Sí se anade ahora un 
antígeno marcado radiactivamente, y se elimina por 
lavado el antígeno no unido, se puede ver en el 
ennegrecimiento de una película fotográfica donde 
se ha unido el antígeno. Por lo tanto, se puede inves¬ 
tigar en qué colonias bacterianas se unen los frag¬ 
mentos Fab “reales”. Se buscan estas colonias, se 
aísla su DNA y se puede incorporar en vectores de 
bactérias 0 de mamíferos. 

Así se pueden valorar por lo menos mil veces más 
anticuerpos que con la tecnologia de híbrídomas. 

■ 5,12 "A cuestas” o visualización 
de fagos - la próxima revolución 

Los linfocítos B dei sistema inmunitano utíüzan un 
truco para la selección: “presentan" sobre su 
superfície un antícuerpo unido a la membrana 
(véase más arriba). Seguidamente, la uníón de un 
antígeno (por ejemplo un virus] e IL-2 de células T 
colaboradoras de los linfocítos B estimula que se 
dívidan [selección cional). El antícuerpo es, por así 
dedrlo, el “número de la casa” dei gen correspon- 
díente en linfocítos. Dicho de otra manera: el antí¬ 
cuerpo lleva su gen “a cuestas” en una mochila 
gigante. 

Por lo tanto, a partir de grandes cantidades de linfo- 
citos B se pueden encontrar fácilmente los produc- 
tores de anticuerpos deseados. 


El sueno dei ingeniero genético es que se pudiese 
ver en las bactérias, por “el número externo de la 
casa”, jsi el gen está “dentro” de ella! 

George R Smith (nacido en 1941, Fig. 5.30) hizo 
realidad este sueno en 1985, en la Universidad de 
Missouri en Columbia. Aunque no lo encontró en 
bactérias, sí lo hizo para el bacteríófago M13. Éste 
es un fago filamentoso como X [Cap. 3), pero tiene 
un genoma mucho más pequeno. Consta de una 
hebra simple de DNA en forma de anílio agLomera- 
do y tiene sólo pocos genes para la proteína de la 
cápsíde, y un ciclo de infecdón más sencillo: los 
genes para la construcción no son necesaríos en el 
genoma dei huésped. 

De “manera refinada”, el M13 penetra a través dei 
“órgano sexual” [pilus] de las bactérias coli: se 
incorpora a la célula a su DNA de una hebra a tra¬ 
vés de un pilus [F). El DNA sirve entonces como 
matriz y forma en la célula un DNA de doble hebra. 
Éste no se incorpora al genoma bacteriano, sino que 
se replica hasta disponer de 100-200 copias. Sí la 
bactéria se divide, cada hija consigue copias dei 
DNA dei fago. 

“Generosamente”, el Ml 3 no mata a su huésped, 
sólo ralentíza su crecimiento. Los ciemos de par¬ 
tículas dei fago se liberan tras construir copias de 
DNA de una hebra, que se empaquetan en envol- 
turas de proteínas filamentosas. Dos míl setecien- 
tas proteínas dei tipo pVIII forman el túbulo, Sin 
embargo, la particularidadson cinco moléculas de 
proteínas dei tipo pVII y pIX en un extremo y plll 
y pIV en el otro extremo dei fago (Fig, 5.29). 

Es ínteresante que el plll jtambién funciona si están 
integradas en él las secuencias exógenas! ^Gué sig¬ 
nifica esto? Si se incorpora un gen exógeno al gen 
píll en los fagos, se puede mostrar ( displayed] el gen 
exógeno aparecido como proteína (o péptido) en la 
cubierta dei fago, [Funciono! 

La visualización de fagos para encontrar el gen de 
una hormona de crecimiento fuertemente unida se 
prohó en Ia práctica. 

■ 5.13 Visualización de fagos 
para La hormona dei crecimiento 
de alta afinidad 

Se querían encontrar variedades de la hormona de 
crecimiento humana (hGH, human growth hormo- 
ne) con una uníón más fuerte para el receptor de 
hGH [Fig. 5.32), y ya se sabia qué cortes de la 
secuencia peptídica producen la unión al receptor. 
Es decir, se sintetizaron oligonucleótidos “dege- 
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nerados”, que codifican todos los aminoáddos en 
estas posiciones. Estas variantes dei gen de la hGH 
se incorporaron a un vector Ml 3 de forma que estu- 
vlesen junto al gen para pIIL De este modo pueden 
construir una proteína de fusión pIIl-hGH. Esta 
biblioteca se introdujo en £ coli. 

En realidad se crearon fagos Ml3 infecciosos con 
proteína pIII “normaT en la envoltura, en la cual iba 
coigada una variante hGH, y se presentó sobre la 
superfície celular sólo una varian te por vírus, Se com 
siguió una cantídad increible de variantes de fagos. 
£ Cómo se puede, ahora, encontrar los mejores? 

Se pasaron los fagos a través de una columna de se- 
paración con bolas de plástico, a las cuales estaba 
unido fuertemente el receptor hGH (una proteína 
aislada, Fig. 5.32) (para el método véase Gap» 3, 
purificaclón de insulina con anticuerpos unidos). 
Los fagos sín hGH en la superfície “pasan” ensegui- 
da, sin tinírse, por la columna (Fig. 5.29). Tambíén 
los fagos que se unen débilmente se elimínan como 
desperdícios dei laboratorio. Sólo los “buenos” se 
unen fuertemente a los receptores y más tarde son 
eluidos con ácidos débiles. 

Los fagos seleccionados de esta manera se colocaron 
otra vez sobre las células colfy se seleccionaron de 
nuevo en la columna. Se repitió el procedimiento un 
total de seis veces. Con ello se pudo disponer dei 
fago con la afinidad más alta de las variantes hGH 
para el receptor hGH. Se clonó un único superfago 
y se determino su secuencia de DNA. Entonces se 
pudo producir una hormona dei crecímíento “mejo- 
rada", un caso de diserio de proteínas (Gap, 10], 

Las consecuencias de la vísualizadón de fagos son re¬ 
volucionarias. íSe puede utilizar también para los 
anticuerpos? Sí, ja decir verdad con êxito! Los genes 
para el fragmento dei anticuerpo scFv se empaqueta- 
ron en una biblioteca en Ml 3. jLos fagos unidos a £ 
co/íllevabansu fragmento como el “número de casa 5 ’ 
en su superfície I El proceso de selección se denomi¬ 
na, por cierto, pãnning (por la batea, en ingjés pan, 
dei buscador de oro). jHa estallado una nueva fiebre 
dei oro! El câncer es el objetivo. 

■ 5.14 Nuevas esperanzas 
en el câncer: rituximab, 
un anticuerpo recombinante 

“Imagínense un nuevo método para el tratamiento 
dei câncer que se basa en el principio de los misiles 
de crucero (avise missíles ). Se inyecta en el cuer- 
po un pequeno cohete microscópico con una cabe- 
za de búsqueda automática, que persigue de modo 
selectivo las células cancerosas y las destmye, miem 


tras que los tejidos normales sanos no son alcanza- 
dos. Sin embargo, aún no existe tal arma maravülo- 
$a, aunque todo habla a favor de que pueda estar dís- 
ponible en un futuro próximo." Esto se escribió en 
el ano 1981 en el Wãllstreet Journal, un periódico 
más bíen serio y moderado, 

Hoy se dispone de anticuerpos monodonales con¬ 
tra algunos antígenos de superfície de células can¬ 
cerosas. Muy similar al diagnóstico tumoral, se uti¬ 
liza también su capaddad en terapêutica para reco- 
nocer antígenos superficiaies de la célula específicos 
de tumores. Esta vez, sin embargo, no se utiliza un 
isótopo radiactivo incorporado al anticuerpo mono- 
clonal, sino un tóxico celular altamente efectivo, 
por ejemplo la toxina dei rícino -la proteína ricina. 
De esta ricina basta una única molécula para matar 
una célula entera (Fíg. 5.34). 

En relación con los anticuerpos monodonales, la 
ricina forma, en cierto modo, un “veneno celular 
con código postal”. El anticuerpo solamente es el 
vehículo con que el veneno celular altamente espe¬ 
cífico se transporta bacia el lugar de destino, el 
tumor. Los primeros resultados en algunos tipos de 
tumores especiales son muy prometedores. Sin 
embargo, aún estamos muy lejos de una aplíeación 
sistemática de la técnica en el tratamiento dei cân¬ 
cer. Hay numerosos problemas por solucionar: toda¬ 
via no se conoce una molécula de toxina que se 
transporte con segurídad a una célula tumoral, que 
entre en la célula en cuestión y ejerza allí su efecto 
mortal. La recepción de los complejos anticuerpo- 
toxina (mmunotoxmas) a través de las células y la 
liberación de la toxina en la célula aún no se com- 
prenden en gran medida. Además, todavia no se 
conocen marcadores de membrana celular específi¬ 
cos para todos los tipos de câncer, 0 no se tienen 
anticuerpos monodonales contra ellos. 
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Fíg, 5.34 La inmuno toxina en 
acrión. Una ln mu no toxina 
(representada en rojo), com- 
puesta de rídno y un anti¬ 
cuerpo en forma de V, se une 
a un receptor celular CD 
de una célula B leucêmíca 
(en azul). La inmunotoxina 
unida penetra entonces 
en La célula (a través de una 
estructura en jaula de ciatri- 
nas de tres brazos) y se Libe¬ 
ra a! citoplasma, 

Anticuerpo recombinante 
admitido por La FDA 

Hay ÈJi día sé realízair 400 estú¬ 
dios sobre terapias con anticuer¬ 
pos. de los cuales k2 son de tese 
III y ll/lll, V174 de fase II0 l/ll 
(ségún Stefan DübeL* mayo 2005). 

Anticuerpos humanizados 

Avastin: câncer de intestino 
Herceptln: câncer de mama 
Humira: artritis re um atol de 
Leucosfte; leucemia de 
células B 

Mitotarg: leucemia mieloide 
aguda 

Rapsiva: psoriasis 
Sinagis: infecdon V 5 R 
Tysabrh esclerosis múltipie 
Xoiair: asma alérgica 
Zempax: rechazo dei 
tras plante de rifión 
Anticuerpos quiméricos 
Cotara: diferentes tipos 
de câncer 

Erbltux: câncer de Intestino 
Remkade: artritis reumatol- 
de, enfermedad de Crohn 
Reopro: profllaxls de La trom- 
boembolia 

Rituxan: Irnfoma no Hodgkín 
Simulect; rechazo dei tras- 
plantederiftón 
Zevatin: linfoma» artritis 
reumatoide 


Fig- 5-35 Córno puede actuar 
el rituximab. 
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Fíg.5.36 El ganador deE 
prêmio Nobel Paul Ehrlich 
desarroiló la teoría de las 
cadenas late rales de laínma- 
nídad. Süs ideas teóricas se 
parecen asomb rosa mente 
a las formas hoy conoddas 
de Eos anticuerpos. 



Flg. 5,37 Producdõnde 
anticLierpos mpriodonales 
en un reactor de cultivo 
celular de 2000 litros 
de la comparíía Celltech. 


Sin embargo, en el ano 2002 se obtuvieron ya 
1300 millones de dólares americanos con anti- 
cuerpos recombinantes, y 300 000 pacientes se 
ban tratado con ellos hasta ahora, El rituximab 
[mab ví ene de monoclonâí antíbodfi es actual- 
mente e! tratamiento número uno dei câncer. 
Su meta: el linfoma no Hodgkin (LNH). 

El linfoma no Hodgkin es una enfermedad grave 
dei tejido linfático, que puede afectar a muchos 
lugares diferentes en el cuerpo, por ejemplo a los 
nodos linfáticos, ei bazo, la glândula dei timo, las 
glândulas adenoides, las amígdalas y ia médula 
ósea, 

EI rituximab es un antícuerpo preparado quimica¬ 
mente en el laboratorio, que va dirigido contra 
una determinada proteína de superfície que se for¬ 
ma en más de un 90% de las células tumorales de 
las células B de un linfoma no Hodgking. Esta pro¬ 
teína de superfície se Ilama antígeno CD20, El 
rituximab ínteracciona exclusivamente con las 
células que poseen el antígeno CD20 en su super¬ 
fície. La unión dei rituximab ai CD20 produce, 
mediante diferentes mecanismos en los que se 
activa el propío sistema inmunitarío, la muerte de 
la célula (Fig. 5,35). 

Así, el mecanismo de acción dei rituximab se dife¬ 
rencia fundamentalmente de las restantes terapias 
dei câncer. EI rituximab sólo ataca las células que 
son portadoras dei antígeno CD20; todas las restan¬ 
tes células dei cuerpo no fesultan danadas. 

Gradas a esta acción dirigida, el rituximab es muy 
bien tolerado. El rituximab es un conocido antí- 
cuerpo recombinante humanizado. Sus “ma¬ 
nos" variables que unen CD3 se crean mediante la 
inmimización de ratones, el resto (90%) víene de 
los seres humanos. Por ello, el rituximab no es reco- 
noddo como “extrano” y no se combate. 

Entre tanto, la inmunoteaiología moderna ha 

creado un mercado de mil millones de marcos aie- 
manes para el diagnóstico y Ia terapêutica. La Vision 
de Paul Ehrlich se ha convertido en una realidad 
(Fig. 5,37). 

^Cómo continuará la historia? Los biorreactores de 
cultivos celulares (Fig,.5.37) llegan a los limites de 
su capacidad, y cada vez más se producen antícuer- 
pos enteros 0 fragmentos con animales o plantas 
transgénicos (ptantibodies) (Caps. 7 y 8). 
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Bibliografia utilizada y aplicada 

* Excelentemente escrito, se espera en breve una nueva edición: 

Breitling F und Dübel S (1997) Rekombínante Antikõrper, 

Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg. 

• “El Janeway”, el trabajo estãndar (“el Stryer” de la Inmunología): 

Mahlke K (Red,), janeway CA,Travers P, WalportM, ShlomdiikM (2002) 
Immunologie. Elsevier, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg. 

* Todo sobre far maço biotecnologia, posiblemente algo difícil para principiantes: 
Kayser O, Müller RH (2004) Pharmaceutical Bíotechnology. 

WIley-VCH, Weinhelm. 

* El artículo original dei padre de los monoclonales: 

Milstein C (1980) Monodonal antíbodíes, ScL American 243 (4): 66-74. 

* Una buena base: 

Wink M (2004) Molekulare Biotechnologie, Konzepte und Methoden, 
Wiley-VCH, Weinheim, 

* Una íntroducciõn a la Inmunología con bonitas ilustraciones: 

Van den Tweel J (HrsgO (1991) Immunologie, Das menschliche 
Abwehrsystem, Spektrum der Wissenschaft, Heidelberg, 

• IHay que leeriol Escrito de forma emocionante por el jefe de la DFG: 
Winnacker E-L (1999) Viren. Die heimlichen Herrscher, 

Eichborn Verlag, Frankfurt am Main t 

• Lo mãs nu evo sobre tecnologia de anticuerpos: 

Hollrícher K, Dübel S, Záhringer H, Kõppelle W (2005) 
Antikõrpertechnologie. Laborjournaí 6: 45-58. 

• Lo último, actualízado por expertos: 

Vollmar A, DÍngermannT,Zündorf I (2005) Immunologie: 

Grundlagen und Wirkungen, Wissenschaftllche Verlagsgesellschaft mbH t 
Stuttgart. 

• Virología de huéspedes: 

Levine A] (1993) Viren, Diebe, Morder und Piraten. 

Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, 


Ocho preguntas 
de autoevaiuación 

1, dPorque no se pueden curar las 
infecciones virales con antibióticos? 

2, ACómo pueden los vírus RNA 
interaccionar con el DNA de las 
células huêsped? 

3, <LQué ocurnría si Jennery Pasteur 
realizaram hoy sus famosos experi¬ 
mentos de ínocuiación? 

4, ACómo reconocen las células 
asesinas si una célula está ataca¬ 
da por un vírus? 

5, iCò mo se obtienen anticuerpos 
monoclonales y poüclonales? 
ACuál fue la idea genial de Milstein 
y Kohler? 

6 , ASe puede combinar la alta especi- 
ficidad de los anticuerpos con la 
fuerza catalítica de las enzimas? 

7, ACómo se puede colocar un 
“número de casa“ genético sobre 
la superfície de los vírus y utiliza r- 
lo para optimízar las proteínas? 

8 , ACÓmo pueden utilizarse los anti¬ 
cuerpos en la lucha contra el câncer? 


Enlaces deweb 

* Página web de medicina alemana: 
www.m-ww.de/ 

* Todo sobre infecciones: 

www.m-ww.de/gesundjeben/impfungen/mpfungen2.htmi 

* Gran colección de imágenes de vírus: 
www.virology.net/Bsg_VirQlogy/QVDiseoseUst.html 

* Todo sobre anticuerpos: 
www.antibodyre 50 urce.com/educatfonaihtml 

* Interferõn: 

http://hepatiti 5 -c.de/ifnimun.htm 

* Página web de Mike Clark con animadores de anticuerpos: 
www.path.cQm.acMk/-mrc7/rtikeimages.html 

* Más enlaces a web y anticuerpos en alemán: 
wwwJexikon-depnitfon.de/lmmungiobuline.htmt 
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Fig.6.1 Robert Koch, 
descubridordel pátógeno 
dei colera h la Ui berailosis, 
el carbunco y otras enferme 
dades infecciosas, prêmio 
Nobelen 1905, 



Fig. 6.2 Epidemia de cólera, 
una visión espantosa 
de la muerte mas iva. 



Fíg. 6,3 Infusorios (ci lia d os), 
representados de forma 
artística en “Kunstformen 
der Natuf* de Em st Haeckeí, 
en 1904. Los clliados fijos, 
como la vorticela (Vorticelia), 
son um indicador de la pre¬ 
sencia de buenos lodos acti' 
vados. Cada mililitro de agua 
residual puedecontener has¬ 
ta 10 000, Si ellos dominan. 
el proceso Funciona bien. 


■ 6.1 Agua limpia-Un bioproducto 

"De todas las epidemias, el cólera es tal vez la que 
más miedo nos inspira; se extiende tan rápido que 
un hombre completamente sano al amanecer pue- 
de estar enterrado antes de que anochezca" 
-escribió Harold Scott, en 1939, en A history of 
Tropical Medicine. 

En cualquier caso, en 1892 los habitantes de Hambur¬ 
go aún creían que podían beber directamente ei agua 
de los rios Elbay AIster. En Hamburgo, 8Ó05 ciudada- 
nos pagaron este error fatal con su vida. Hacfa tiempo 
que el agua dei rio era un caldo de cultivo óptimo para 
los microbios -y por consiguiente, también para los 
causantes dei cólera, En cambio, Ia ciudad vecína de 
Altona salió indemne. Allí depuraron el agua dei rio 
mediante una simple filtración con arena. En las gran¬ 
des ciudades, la depuración de las aguas residuales era 
inaccesible. 

RobertKoch [1843-1910) (Figs. ó.l yó.2)descubrió 
la bactéria productora dei cólera, Vibrio cholerae, 
pero las mejoras en el suministro de agua y el trata- 
miento de las aguas residuales acababan de empezar. 
Sín embargo, el cólera y el tifus experimentaron un 
avance importante. La gráfica dei Cuadro 6.1 indica 
la relación entre la cantidad de muertos por tifus 
y la higiene dei suministro de agua. 

[Agua limpia! En la actualidad consumimos cada dia 
de 200 a 300 litros de agua limpia por persona, y en 
dias calorosos incluso hasta 1000 litros. Restos de 
comida, grasas, azúcar, proteínas, excrementos,.,, 
todo va a parar a las cloacas, incluso el detergente 
procedente de ias lavadoras, 

El "grado de biodegradabilidad de la suciedad" 
tiene un nombre: DBO. La demanda bioquímica 
de oxigeno a los cinco días (DBG 5 ) se calcula en 
el laboratorio (Cuadro Ó.2) e indica cuántos miligra- 
mos de oxigeno disuelto en agua consumirfan en 
cinco dias los microbios de las aguas residuales para 
eliminar por completo la carga orgânica de una 
muestra de agua. El agua para uso doméstico com 
tiene una carga orgânica media de 60 g DB0 5 por 
habitante y por día. Esto también se ha denomina¬ 
do habitante equivalente (HE). 

En nuestro caso, se deberfan consumir óO g de oxi¬ 
geno por persona y por día para eliminar 1 HE. 
Guando la soiubilidad media dei oxigeno asciende 
aproximadamente a 10 miligramos por litro de 
agua, se neeesitaría la cantidad de oxigeno disuelta 
en 6000 litros (!) (es decir, seis metros cúbicos) de 
agua limpia para eliminar ia suciedad diaria creada 
por cada ciudadano. 


Guando las aguas residuales no depuradas van 
a parar a rios y lagos, de forma muy simplificada 
ocurre lo slguiente: en prímer lugar, los aerobios 
eliminan la suciedad orgânica y para ello consumen 
rápidamente el oxigeno. Aparecen zonas pobres en 
oxigeno (sobre todo en el sueio], en las que sólo 
pueden actuar las bactérias anaeróbicas. 

Los peces y otros organismos dependientes dei oxige¬ 
no empiezan a morirse. Los anaeróbios foiman los 
tóxicos amoníaco [NHJ y ácido sulfhídrico (H 2 S), 
que causa el olor a huevos podridos. Ambos matan 
entonces a los organismos acuãticos restantes que 
han sobrevivido a pesar de la falta de oxigeno: apare¬ 
cen los canales de agua y los canales pestiientes. 

En agronomia, un animal bovino genera tanta canti¬ 
dad de vertidos como 16 habitantes de una ciudad. 
1 1400 millones de bovinos en el mundo entero pro- 
ducen tantos vertidos como 22 000 millones de seres 
humanos! Aún más preocupantes son las enormes 
cantldades de vertidos procedentes de ia Industria. 
Además de las sustancías orgânicas degradables, con- 
tienen grandes cantldades de sustancías inorgânicas, 
desde sal común hasta ácido sulfúrico, y también pro- 
ductos tóxicos como mercúrio y otros metaies pesa¬ 
dos que los microbios degradan con mucha dificultad 
0 que matan a los microorganismos. Las industrias 
papeleras producen, por cada tonelada de papel, de 
200 a 900 HE, y las fábricas de cerveza de 150 a 30 
HE por cada mil litros de cerveza. 

Ya hace tiempo que la capaddad depuradora natu¬ 
ral de los microbios en los rios no es suficiente; 
por ello, los vertidos se deben degradar mediante 
microorganismos en instalaciones purificadoras 
enormes, de modo que puedan volver a conducirse 
a las aguas sin peligro. Las instalaciones de vertidos 
son las mayores biofactorías de la actualidad; utili- 
zan aguas residuales y suministran un producto 
biológico en grandes cantldades: agua potabie. 

Los microorganismos efectúan el trabajo más duro 
en la depuración de vertidos. Con la ayuda dei oxi¬ 
geno dei aire descomponen el azúcar, las grasasy las 
proteínas de las aguas residuales en dióxido de car¬ 
bono y agua, a la vez que crecen y producen nuevas 
células. En las instalaciones depuradoras se crean 
las condiciones ideaies para la multiplicación y el 
trabajo de degradación de los microbios. 

Puesto que para la degradación de un gramo de azú¬ 
car se consume más de un gramo de oxigeno, pero 
en el agua sólo se pueden disoiver diez miligramos 
de oxigeno por litro, los microorganismos consu¬ 
men muy rápídamente el oxigeno dei agua. Por con- 
siguiente, es necesario que los vertidos estén en 


150 





BlOTECNOLOGÍA DEL MEDIO AMBIENTE 


Cuadro 6.1 Historia 
de la biotecnologia: Campos 
de aguas residuales y evacuación 
de vertidos en Berlín 

Hasta ei afto 1878, en Berlín se evacuaban 
las aguas pluvíafes y las residuales» los dese- 
chos domésticos y, en parte, las aguas fecaies, 
a través de las acéquias. Estos fosos abiertos 
estaban situados entre la acera y la calzada, 
y desembocababan en una zanja de desagüe* 
Guando las acéquias no condudân directa- 
mente a cursos de agua públicos, desembo- 
cabart en canales subterrâneos, los cuales se 
ínstalaban en su mayor parte con unas seccio 
nes demasiado grandes y sln suficiente pen- 
diente, en función de las necesldades dei 
momento y sín seguir ningún método. 

Así pues, se generaban toneladas de resíduos 
putrefactos que desprendían un olor enorme’ 
mente desagradable. Además, las acéquias 
constituían un enorme obstáculo para e! 
tráfico. Los resíduos fecaies se recogían en 
estercoleros que normalmente se vaciaban 
a mano. H contenido se transportaba después 
con vehículos. Puesto que ni ias calles ni las 
acéquias ní los vehículos eran lo suficientemen¬ 
te estancos, ei suelo y las aguas subterrâneas se 
ensudaban enormemente. Los dudadanos 
extraían ei agua de pozos propios. Estas aguas 
contaminadas con gérmenes fecaies fueron la 
causa de la propagación de enfermedades* 

En 1816, el gobiemo decídió por primera vez 
tavar las acéquias y las calles con agua para 
eliminar la basura y el tiedor. Sin embargo, 
esta idea nunca se puso en práctica, ya que no 
se disponia de tanta agua que saliera a la pre- 
sión necesaria. Una comisión de estúdios con¬ 
tratada por el rey Federico Guitlermo IV 
decidió, en 1846, crear una empresa de abas- 
tecimiento de agua. También se autorizó la 
instaladón de retretes. En 1856 se fundó esta 
empresa en StraiauerTor. 

ft^itesportííus/io.ciõohaMtaiTtes Conexlún InmcbilFarta 



Berlín mejoró su abastedmiento de agua. 

Oe este modo disminuyó la morta lí d ad por tifus 
de forma inversamente proporcional. 

En 1873, la ciudad de Berlín se bizo cargo de 
la empresa de abastedmiento de agua. Sin 
embargo, el lavado en profundidad de Ias 
acéquias" no cumpliú las expectativas. Debido 


a que era más fácil extraer agua, y a que se ex 
tendió mucho el uso dei retrete, la cantidad 
de aguas residuales aumentó de forma dramá¬ 
tica. Las acéquias, ampliadas a un metro y 
cavadas a más profundidad, fallarom Aunque 
el problema de las aguas residuales en Berlín 
aumentaba tanto, seguían produdéndose las 
protestas masivas “tradidonales" de los berti- 
neses críticos con el gobiemo en contra de 
una canalización. Existia la idea de que con 
la canalización también se produciría putre- 
facción y hedor, como en los canales subterrâ¬ 
neos que habían existido hasta el momento. 
En 1860 se encargó al Consejero Privado para 
Ia Construcción Wiebe que reaüzase un viaje 
de estúdio a Hamburgp, Paris y Londres, y que 
elaborara un plan para acabar con el problema 
de las aguas residuales. Durante ese ano, Wiebe 
viajó junto con el Jefe de Construcción de Vias 
Huviaies y Ferrocarriies, James HobrecbL 
Wiebe queria recoger las aguas residuales de 
forma subterrânea y luego verterias sín depurar 
al rio Spree para condudrlas fuera de ia ciudad. 
El proyecto suscitó grandes desacuerdos entre 
ingenieros, médicos y políticos. En febrero 
de 1867 se creó una Diputación, dirigida por 
el famoso médico y micmbiólogo Dr. Rudolf 
Virchow. Se fundó una “oficina” especial dlri- 
gída por James Hobrecht al objeto de gesdonar 
los trabajos de la Diputación, Rudolf Vircbow 
resumió los resultados obtenidos en un informe 
general y lo presentó en noviembre de 1872 
ante la Asamblea de Concejales de la ciudad. 



Rudolf Vírchow {1821-1902), a la tequlerda, fun¬ 
dador de la patologia celular, historiador de la 
medicina e higienista, y el conde James 
Hobrecht {1825-1903), a !a derecha. 

êsta decídió, en mayo de 1873, empezar a 
construir tuberías para aguas residuales. Para 
ello se dividió la ciudad en varias zonas de de¬ 
sagúe y se ias dotó de un sistema de canales 
independientes (sistema radial]. Éste tenía la 
ventaja de que, cuando se producía una avería, 
no se debían dejar fuera de servido todos los 
canales, sino que los restantes podfan recoger 
el agua dei canal averiado. Se conduda el agua 
por tubos de barro cocido y esmaltado, y se eva- 
cuaba fuera de la tíudad, mediante estaciones 
de bombeo con fuerza de vapor, a los Uamados 
“campos de aguas residuales" situados fuera de 
Ia ciudad. La gran mnovación de este sistema 


consistia en que las aguas residuales ya no se 
condudân a las zanjas de desagúe, sino que el 
suelo las depuraba y se podfan utilizar posterior- 
mente como abono para la agricultura. 
Hobrecht dividió la ciudad en doce zonas casi 
iguales. Para cada zona estaba prevista una gran 
zona de aguas residuales. 

La puesta en sentido dei sistema de desagüe 
liberó de gpipe a los habitantes de ia ciudad de 
la plaga contra la higiene y la estética que supo- 
nfan las acéquias hediondas y los fosos colecto- 
res de estlércol líquido. Las superfícies que se 
acababan de adquirir debían modificarse mu¬ 
cho para la explotación de las aguas residuales. 
Se planificó una gran parte dei paisaje y se cons- 
truyeron presas. Aparecieron, segun la indina- 
ción, bancales horizontales o terrenos en pen- 
diente que se regaban imiformemente. Gradas 
a los campos de aguas residuales se desarrolló 
un palsajé peculiar creado por la mano dei 
hombre: además de evacuar las aguas residua¬ 
les de ia ciudad de Berlín, los campos de aguas 
residuales también se podfan utilizar en la 
explotación agrícola. 

En 1905 se construyó la primera planta depu- 
radora en Wílmersdorf, y en 1930 las de 
Stahnsdorfy WaEmannsdorf. Éstas debían des- 
cargar a los campos de aguas residuales. Sin 
embargo, ia cantidad de vertidos siguíó aumen¬ 
tando. Por tanto, 60 anos más tarde se convir- 
tieron 1133 hectáreas de campos de aguas reri- 
duales en ínstalaciones de fundonamiento in¬ 
tensivo por filtros. Los campos, constantemen¬ 
te inundados, ya no permitían que se explotara 
la agricultura en esas zonas. A partir de 1974 
se instalaron cubas de oxidadón, Éstas debían 
anadir oxigeno a las aguas residuales estanca¬ 
das. En 1984 se constmyõ en Schõnerlínde la 
planta depuradora “Norte”, con una instala- 
ciôn de biogás (ver Rg. 6.10), yen 1985-1986 
se suprimió la explotación de las aguas residua¬ 
les en ei norte de Berlín porque las plantas de- 
puradoras podfan depurar el agua por comple¬ 
to. En ese momento, los campos de aguas resi¬ 
duales se convirtíeron en inútíles y pudleron 
convertirse en zonas de tecreo. 



Estructura esquemática de un campo de aguas 
residuales. En los bancales de aguas residuales 
se cultivaban cereales. verduras y tubérculos. 
Por ese motivo, el encargado de las aguas resh 
duales debía procurar que los campos se inun- 
daran de forma uniforme y regular. 
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Pulverizador giratorio 
para distribuir los vertidos 


Oesagüe 


Zona de las bactérias 
y devoradores 
de bactérias 


Zona 
de extracciõn 


Fig. 6*4 Tecnologia 
de un dispositivo de goteo. 



Fíg. 6.5 Seres vivos en aguas 
re sido ales ddces (vo rticela s, 
parameciosy daítifa). 



Fíg, 6-6 ün indicador de 
nitratos en ei proceso de tra¬ 
ta miento de vertidos: et ciÜà- 
do Aspidbca costata. Con fre- 
cuerrcia, un mililitro de agua 
residual puede contener has¬ 
ta 25 000 efem piares. Además 
de su cantidad, Aspidism co$- 
tata ofrece una segunda posi- 
biüdad de análisis: la iongitud 
de los seis cilios depende dei 
contenido en nitratos, Cuan- 
to$ más nitratos $e formen 5 
mayores serán los cilios. 


recirculación constante y se ventilen con oxigeno 
-un proceso que consume mucha energia, 

■ 6.2 Depuración aerãbica 
de tos vertidos; campos de aguas 
residuales, tanques depuradores 
por filtración y lodo activado 

Entre los procedimientos más antiguos se encuen- 
tra el de los campos de aguas residuales [ver 
Cuadro 6.1) de las grandes ciudades europeas, 
como Berlín en el síglo xix. Con este método, las 
aguas residuales previamente depuradas mecanica¬ 
mente se filtran por el suelo, donde se degradan las 
sustancias orgânicas contaminantes mediante mi¬ 
cróbios* 

Además de los campos de aguas residuales se bus- 
caron variantes que propordonasen un ahorro de 
espado: otra tecnologia de vertidos, los tanques 
depuradores por filtración (Fig. ó.4), desarrolla- 
dos en Inglaterra en 1894, trabajan como un biorre- 
actor de lecho fijo (ver Gap* 4) y utilizan material 
fino con grandes poros (lava, escoria, vídrio aglome¬ 
rado, cuerpos de plástico), que se apila en recipien¬ 
tes tipo caldera, y sobre el que se pufverizan aguas 
residuales, previamente depuradas mecánicamen- 
te, mediante regadems giratórias. 

El requisito necesario para la acdvidad de los organis¬ 
mos de ías aguas residuales es que las sustancias de 
relleno tengan una gran superfície* En los tanques 
depuradores por filtración se desarroUa un "césped 11 
formado por bactérias, hongos, cianobacterias (algas 
azules), algas, protozoos, rotíferos, ácaros y nemato^ 
dos (gusanos cilíndricos)* Una excelente comunidad 
acuãtica de seres vivos (biocenosis) (Figs. ó*3y ó,5)* 

Un tercer procedimiento más moderno es el proceso 
dei lodo activado [Figs* ó*7 a 6.9), que también se 
introdujo hace cien anos* En éste, las bactérias aeróbi- 
cas, los hongosy las levaduras construyen, después de 
la depuración mecânica, grandes copos con los 
nutrientes, los cuales se mantienen unidos con maté¬ 


ria mucilaginosa procedente de las bactérias. Estos 
copos de lodo simbióticos constituyen la sustancia 
de soporte de los microbios y se hallan en suspensión 
en enormes cubas de lodo activo (Figs- ó*7 y ó*8] 
con paletas giratórias 0 cepiJIos que introducen aire en 
el agua de forma convencional. De este modo, los 
microbios que consumen oxigeno se pueden reprodu- 
cír bien* El caudal es considerablemente mayor que 
en los tanques depuradores por filtración, sobre todo 
gradas a la mejora en el sumlnistro de oxigeno. 

Una parte de este lodo se deposita en una cuba 
de depuración posterior* La desventaja es el olor 
producido por estar ésta abíerta* 

En Alemanía, por ío general, aún se usa en la mayor 
parte de los casos la tercera etapa de eliminación 
química de fosfatos 0 nitratos* Para ei agua potable 
se realiza cloración u ozonación posterior para 
matar los microbios. Una pequena parte dei lodo 
activo vuelve a condudrse a la cuba para que exis¬ 
ta suficiente cantidad de bactérias para ios nuevos 
vertidos que fluirán por la cuba, 

La eficacia de los microbios dei lodo activo es asom- 
brosa: un metro cúbico de la cuba puede depurar 
20 veces su volumen en vertidos altamente conta¬ 
minados. EI lodo activo constituye hasta un 20% 
dei total de la cuba* 

El lodo depositado se trata en torres sépticas espe- 
ciales sin contacto con el aire. De este modo, las 
metanobacterias (ver Fig* 6.14) pertenecientes 
a las arqueobacterias [Archaeá] convierten las sus¬ 
tancias orgânicas restantes en metano. Éste puede 
suministrar energia como biogás (ver más abajo). 

Las cubas de las instalaciones de purükación requie- 
ren mucho espado, y éste suele ser escaso, en especial 
en las zonas Industriales, Por ello, Bayery Hoechsthan 
desarrollado diversos biorreaetores de torre que 
ahorran espado, con una altura de 15 a 30 metros, 
para ia purifícación química de vertidos (Fig. Ó.9). En 
total, la industria dei Rin depura aproximadamente 
15 000 millones de metros cúbicos de vertidos ai ano. 

También hay reactores de pozo profundo que se 

construyen en la tierra* Gracías a la altura 0 profun- 
didad de la construcción se consígue, por una par¬ 
te, que las burbujas de gas se mantengan en el líqui¬ 
do durante más tiempo, y por otra parte, una mayor 
solubilidad dei oxigeno debido a una presión mayor. 

Ambos tipos de reactores fimcionan haciendo fluir oxi¬ 
geno desde el suelo, disueiven el oxigeno al 80% (en 
comparaclón con el 15% de los procedimientos nor- 
males), proporcionan un mayor rendimiento de degra- 
dabílidad, necesítan poco espado y reducen las molés¬ 
tias por ruído, pero aún son caros y complicados. 


152 


















BlOTECNOLGGÍA DEL MEDIO AMBIENTE ■ 


■ 6.3 Biogás 

Es cierto que existen los ”fuego$ fátuos' 1 en los pân¬ 
tanos. En el antiguo libro chino / Chingyâ se men- 
cionaban, hace 3000 anos, “fuegos en los pantanos”. 
En Europa, el físico italiano Aiessandro Volta des- 
cribió en 1 776 el M aire en combustión sobre los pan¬ 
tanos", También la predileeción por los "piatillos 
volantes' 1 en zonas pantanosas la aclaran los detrac- 
tores de los OVNI con el mismo fenómeno natural: 
el gas pútrido ascendente contiene metano combus- 
tible. Una burbuja de metano inflamada constituye 
la base, totalmente terrenal, de los "fuegos fátuos” 
y de los OVNI, Sín embargo, no está claro cómo 
se produce Ia combustión espontânea dei gas. 

Al agitar ei lodo de un lago, cualquiera puede ver 
y oler que se ha formado metano. En el estômago 
de los rumiantes también funciona una fábrica de 
biogás en miniatura: en el estômago de un bóvido, 
los microorganismos convierten diariamente entre 
un 8 y un 10% dei pienso en íGO a 200 litros dei 
combustlble doméstico metano, que se fuga como 
"gas" de eructos 0 con los gases intestinales de los 
animales. Enormes manadas de bóvidos para las 
cadenas de comida rápida procedentes de zonas sel¬ 
váticas reducídas a cenizas contribuyen de forma 
sustandal a las existências de metano en la Tierra. 
Los “inquilinos bacterianos" útiles dei intestino 
humano producen, además de vitaminas, gases que 
el intestino grueso sólo puede reabsorber en parte. 
En función de Ia alimentadón, el intestino extrae 
diariamente hasta medio litro de gas. La mayor par¬ 
te es hidrógeno inodoro. Sin embargo, salen despe¬ 
didas pequenas cantidades de ácido sulfhídrico, 
cuyo olor varia de incómodo a muy pestilente, 
y otros compuestos que contienen azufre que se 
generan en la descomposición de las proteínas. 
Cada ano, los microorganismos de la Tierra forman 
entre 500 y 1000 millones de toneladas de metano; 
más 0 menos la cantidad de metano que se extrae 
anualmente de las fuentes de gas natural, Además, 
aproximadamente un 5% dei carbono asimiiado uti¬ 
lizado en la fotosíntesis es transformado en metano 
por los microbios -una parte importante dei ciclo dei 
carbono, En el fondo dei mar hay enormes yaci- 
mientos de metano de la Era Pérmica, material 
para planificadores de energia y thrillers medioam- 
bientales: si este metano se liberara, seproduciríauna 
catástrofe. Al contrario de otros combustibles domés¬ 
ticos, segün el Prêmio Nobel Paul Crutzen (Fig. 
6*14), la concentración de metano en Ia atmósfera no 
ha aumentado de una forma sorprendente en los últi¬ 
mos tiempos. Excepcionalmente, esta vez los gran¬ 
des productores de metano no somos nosoíros sino 
los insectos: las térmitas. Por una parte, cada térmi¬ 






ta (Fig, 6,22) produce con sus microorganismos dei 
intestino (principalmente flagelados unicelulares) 
sólo medio mliigramo de metano al día. Pero a pesar 
de la increíblemente gran cantidad de insectos, de 
esta forma sólo se producen anualmente 150 millo¬ 
nes de toneladas de gas, 

iCómo se produce la metanogénesis? Diversos 
grupos de bactérias se encargan de la conversión 
anaeróbica de grandes biomoléculas, como la celu- 
losa, las proteínas 0 las grasas, en metano y dióxi¬ 
do de carbono. En primer lugar, los dostridios 
anaeróbícos y Ias enterobacterias anaeróbicas fa¬ 
cultativas (es decir, que también pueden vivir con 
oxigeno), y los estreptococos con la ayuda de las 
enzimas que aportan al medio en la fase hidrolíti- 
ca, producen la degradación enzimática de las sus- 
tancias de peso molecular elevado en los compo¬ 
nentes básicos azücar, aminoácidos, glicerina y áci¬ 
dos grasos (ver Fig. ó ,13). Seguidamente, estas sus- 


Fíg.6.7 Esquema de una 
ínstalación depuradora con 
etapa de purificadón mecâ¬ 
nica y biológica (oi ba de 
activado n con lodo activado) 
y aprove c ha miento dei lodo 
en una insta lado n de biogás. 



Fig, 6,8 Cuba de activadón 
de la moderna instaJariôn 
depuradora dei aeropuerto 
KaMak en Hong Kong, 

En primer lugar, antes de 
alimentar la cuba de lodo 
activado, la instalación ti ene 
que separar dei agua aceites 
y líquidos de lavado. 
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Fig. 6*9 La "biologia de torre™ 
de Bayer logra un buert abas- 
tecímiento de oxigeno y un 
gran rendi míento de degrada- 
riõn sin olores molestos. 



Fig. â.io instalación 
de biogãs en Schanerlinde, 
junto a Berlín* 



Fig. 6.11 Arriba: elgran pre¬ 
sidente Mao Tse Tung inspec- 
clona personalmente p en bs 
anos 1950* el quemador de 
una instalación de biogás; 
en ia piza ira se a laba n 
los benefidos dei "gas 
de los pantanos". 

Abajo: 3oanosdespués p 
el biogás es más actual que 
nunca. El gran reformador 
Deng Hsiao Ping frente a una 
instalarión de biogás. 



Fig* 6,12 instalación 
de biogás dei programa 
dei médio ambiente de las 
Maciones Unidas (UNEP) 
en fase de construceiõn* 


Fig. 6.13 Derecba: fases 
de formadón dei metano* 


tancias fermentan, en Ia fase addógena, princi¬ 
palmente en hidrógeno, dióxido de carbono, ácido 
acético y otros ácidos orgânicos y alcohol. Los áci¬ 
dos orgânicos y los alcoholes se descompondrán 
posteriormente, en la fase acetógena, en ácido 
acético (acetato), hidrógeno y dióxido de carbono. 
Finalmente se sintetiza metano a partir de hidró¬ 
geno, acetato y dióxido de carbono. 

Los produetores de metano son los seres vivos más sen- 
sibles al oxigeno que conocemos. Puesto que a estas 
''bactérias primigenias 11 les faltan citocromos y la enzi¬ 
ma catalasa que descompone el peróxido de hidróge¬ 
no, cuando penetra oxigeno en las células se genera el 
veneno celular mortal llamado peróxido de hidrógeno 
(H 2 OJ, que destmye las estrueturas celulares. 

En la actualídad, los produetores de metano se 
cuentan, junto con las halobacterias que adoran la 
sal y Ias bactérias termófilas que reducen el azufre, 
entre las primitivas arqueobacterias. Todas ellas 
se diferencian, tanto en su composición como en su 
metabolismo, de las bactérias ''normales' 1 [eubacte- 
Has} de forma drástica, y se encuentran por lo gene¬ 
ral en ubicaciones extremas (Fig. 6.14). Las condi¬ 
ciones de vida se parecen a las de los tiempos arcai¬ 
cos, es deeir, a las de los albores de la Tierra, cuan¬ 
do tambíén había falta de oxigeno. 



Amínaãcidos, azúcsn glicerol* ácidos grasos 



Bactérias Hidrfilisis 


■ 64 iEl biogás podría salvar bosques! 

Aproximadamente 2000 millones de seres humanos 
en el mundo aún tienen que obtener su energia 
mediante la combustión de biomasas (madera, resi- 
duos agrónomosy abono seco] -una forma muy direc¬ 
ta e ineficaz de aprovechar las biomasas para obtener 
energfa. Adernas, este sistema tiene consecuencias 
catastróficas para la agricultura y el medio ambiente: 
en los países dei tercer mundo, la madera se ha con¬ 
vertido en un bien tan escaso como los alimentos* 

Por el contrario, el biogás se obtiene fácilmente en 
pequenos reactores en la tierra a partir de excre¬ 
mentos humanos y de animales, y también de resí¬ 
duos vegetales, y proporciona, además de energfa 
para cocinar, abonos naturales en forma de lodo 
podrido. Éste contiene nítrógeno, fósforo y sales 
potásicas, y de esta forma ayuda a ahorrar abonos 
sintéticos. En los biorreactores cerrados hermética¬ 
mente (Fig, ó* 12) se matan también agentes patóge- 
nos. En mnchos países en vias de desarrolio, el bio¬ 
gás podría salvar los bosques. 

Por tanto, el denominado proyecto Gobar en la índia 
(en hindu gobar, estiércol de vaca) debería constituir 
un descubrimiento en este sentido. Sin embargo, las 
estimaciones hablan de 2,5 millones de instalaciones 
de biogás. El padre de Ia nación, Mahatma Gandhi, 
había sohado con pueblos que se autoabastecían. 

Al igual que en tiempos anteriores, sigue existiendo 
el obstáculo de la estruetura social semifeudal dei 
pueblo hindú: sólo los agricultores ricos pueden per- 
mitirse comprar un reactor de biogãs de acero inoxi- 
dable y luego explotarlo con la cantidad suficiente de 
resíduos* Los agricultores pobres, que rnudias veces 
no tienen ni una vaca, no podrían explotar reactores 
ni aunque se les faciiitaran gratuitamente* 

Los agricultores ricos compraban estiércol de vaca seco 
para sus reactores a precios bajos, pero actualmente los 
pobres más pobres siguen sin tener el combustible más 
económico y más sendlio, el cual antes se encontraba, 
como quien dice, por la calle. Además, en la índia, los 
excrementos humanos son tabú por motivos religio¬ 
sos. Consecuencia: como calefacdón se utillzan todas 
las existências de madera que puedan obtenerse. 

En opinión de las Naciones Unidas, China presenta 
una alternativa. Parece que ailí existen 100 000 ins¬ 
talaciones de biogás en funcionamiento (Fig. 6,11)* 
A menudo, los pueblos explotan grandes instalacio¬ 
nes comunitárias que se han construido con tecno¬ 
logia barata a base de biorreactores de cemento. 
Tanto las masas de desechos como la energia y los 
abonos se procesan de forma rentable y se distribu- 
yen de forma racional. 
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■ 6.5 Biogãs en los países 
industrializados: explotación 
d et estiércol líquido 

En los países no tropicales, naturalmente es más 
difícil producir biogás. A pesar de todo, existe una 
amplia gama de proyectos muy prometedores, 
incluso en Europa. En Europa y América dei Norte, 
los reactores de biogás pueden ayudar a solucionar 
los problemas de los desechos en grandes instalacio- 
nes de producdón pecuaría. El estiércol líquido 
procedente de explotaciones pecuarías industriales 
se produce en cantidades tan grandes que cargaría 
demasiado el suelo si se utilízase como abono, 0 su 
transporte seria demasiado costoso. Una vaca leche- 
ra produce diariamente 75 litros de estiércol líqui¬ 
do. En Suiza, los granjeros construían instalaciones 
de biogás a partir de antiguos tanques de aceite, que 
proporcionan un contravalor de 300 litros de fuel- 
oil anuales por cada vaca. En la explotación de ver¬ 
tidos, a partir dei lodo que se genera también se pue- 
de obtener un biogás muy económico* 

Una nueva instaladón de tratamieoto de vertidos ai 
norte de Berlín que depuraba diariamente 170 000 m 3 
de agua, en Ia época de la RDA ya producía, en euatro 
reactores enormes, 150 000 m 3 de biogás diários, que 
en prímer lugar abastecían de energia propia a toda la 
instaladón (Hg. ó. 10)* Actualmente, en Alemania sóio 
se utiliza una milésima parte de ias posibilidades dei 
biogás. 

Los nuevos “Lãnder” de Alemania iban incluso ade- 
lantados en lo que a biogás se refiere: cuando en los 
anos 1970 se tenía que luchar con las consecuencias 
de la crisis dei petróleo y empezó a sustituirse el fuel- 
oil por el carbón vegetal, se descubrió también el bio¬ 
gás: las grandes producdones agropecuarias ofrecí- 
an suficiente combustible. De este modo, la RDA 
podia matar dos pájaros de un tiro: desaparecia el 
olor incómodo de muchas Cooperativas Productivas 
Agrícolas (CPA) y al mismo tiempo se cuidaban las 
divisas de las costosas importaciones de energia* De 
este modo, en la década de 1980 surgíeron numero¬ 
sas instalaciones de biogás. Tres de estas instalacio¬ 
nes pioneras (Frankenfõrde/Brandenburgo, Rip- 
pershausen/Thüringen, Zobes/Sajonia) aún siguen 
funcionando en la actualIdacL Otras tres "centrales 
eléctricas de granja 11 , incluida la que en su día fue 
la mayor dei mundo, la de Nordhausen, en el extre¬ 
mo oriental dei Harz, que producía diariamente 
10 000 m 3 de gas, han dejado de funcionar (al igual 
que las producdones pecuarias correspondientes). 

Incluso se podría pensar en utilizar biogãs para el fun- 
clonamiento de vehfculos agrícolas. En Alemania, 
antes de la Segunda Guerra Mundial ya se habfa expe- 
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Fig. 6.14 El ãrbol genealógi- 
co convencional de La vida. 
tal como era antes de deSCu- 
brir las arqueobacterias, con¬ 
teria dos líneas princípales 
de desarrolLo: Las procariotas 
y las Líneas eucanotas que 
derivaban de estas* En un 
principio, después se halla- 
ban las bactérias anaerõbi- 
cas, Las cuales obtenían ener¬ 
gia mediante la fermenta- 
ción. Después de concentrar- 
se oxigeno en la atmosfera, 
dertas células anaeróbicas 
que habían perdido su pared 
celular (mico pias mas) absor- 
bían bactérias más pequehas 
e iniciaban una relacion 
endosimbióti ca con elias. 

A partir de Las bactérias “tra¬ 
gadas”. probable mente una 
bactéria aerõbica (que respi¬ 
ra oxigeno) se desarroLLó has¬ 
ta una mitocondria, una cia- 
no bactéria fotosintética has¬ 


ta un doroplasto y una espi- 
roqueta posiblemente hasta 
un flagelo. De este modo sur- 
gEeron Los antepasados de 
las células eu ca notas. 

Por lo que se sabe, el dendo- 
grama (ãrbol genealógico) 
de Las bactérias reales o 
eubacterías se divide en cin¬ 
co ramas princípales. 

Las bactérias grampositivas, 
a las cuales pertenecen espe- 
cies de bacilos, estreptomi- 
cetos y dostrldios. poseen 
una pared celular gruesa. 

Las bactérias fotosintétícas 
purpúreas (por ejemplo 
Akaíigenes ) y algunos 
parientes cercanos de éstas 
que no realizan la fotosínte- 
sís, como Escheríchia coíi, 
constituyen atro grupo. Las 
espíroquetas son bactérias 
largas y en forma de espiral. 
Las cíanobacterias, activadas 
a partir de la fotosíntesís y 


que überan oxigeno, han de- 
sarro liado con toda probabi- 
lidad los cloroplastos de ias 
plantas. Algunas bactérias en 
forma de bola con una pared 
celular atípica {Mfcrococcus) 
destacan porsu especial sen- 
sibitidad a las radl aciones. 
Las bactérias verdes foto sin¬ 
téticas (Chfarvbium) Son 
organismos anaeróbícos. 

En Los anos 1970 se descu- 
brló que las arqueobacterias 
procariõticas se diferendan 
conslde rabie mente en su 
estructura celular de todos 
Los demás seres vivos, es 
decir, representan una 
“tercera forma de vida", for- 
man un grupo especial que 
tuvo un papel dominante 
en La biosfera primitiva, peno 
poste rio rmente, debido a 
su sensibílidad al oxigeno, 
fueron desterradas a peque¬ 
nos nichos ecológicos. 
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Cuadro 6.2 Demanda bioquímica 
de oxigeno a tos cinco días 
(DBO5) - Una medida para 
tas sustancia 5 biodegradables 
de Los vertidos 

El oxigeno es poco sduble en agua. A15 °G se 
disuelvert aproximadamente 10 mg de oxigeno 
por cada litro de agua; a 20 °C sólo 9 mg. 
Guando se vierten aguas residuales a los lagos, 
los nos y Ú mar, ei oxigeno disuelto en el agua 
disminuye de forma drástica: las bactérias aerá 
bicas y los hongos lo necesitan para descompo 
ner las sustancias orgânicas allí contenidas. 

Por consiguiente, las plantas depuradoras^ 
bio/ábricas para producir agua limpia, necesi- 
tan un suplemento adicional de oxigeno. 

Con ei proceso de la “demanda bioquímica 
de oxigeno" [Biochemicai Oxygen Demand, 
DBG), inventado en 1896 en Inglaterra, se 
puede determinar Ia carga orgânica dei agua. 
La DBO^ sirve para calcular aproximadamen¬ 
te la proporción facilmente degradable dei 
contenído total orgânico dei agua. A partir 
dei oxigeno requerido se cuanüliean los 
microorganismos heterútrofos. 

La cantidad de oxigeno extraída dei agua 
en la degradación a 20 °C se reftere a un 
determinado mimem de dias, en el caso de 
la DB0 5 a cinco días. Se diluyen muestras 
de agua, se ''burbujean" en matraces de agita- 
ción con aire (para alcanzar la saturaclón con 
oxigeno) y se les afiaden seeds (un cultivo 


Si, por ejemplo, la diferencia asciende 
a 9 mg/l (para un consumo total de 0 2 ) 
y la dilución es de 100 veces, el valor de 
DBO s es de 900 mg/L. 

Es declr, se necesitarían 900 mg de oxigeno 
para degradar por completo un litro de esta 
agua residual. Dícho de otra forma, j$e nece- 
sitaría el oxigeno de 900 litros de agua limpia 
para degradar un litro de agua residual! 

El contenido de DBO s de las aguas residuales 
produddo diariamente por una persona se 
indica mediante el llamado valor habitante 
equivalente (HE). Un HE corresponde aproxi¬ 
madamente a 60 g DB0 5 /día. La DB0 5 sóio 
se ve influída, por ejemplo, mediante la nitri- 
ficación, respiración de algas o sustancias 
tóxicas que inhiben a los microorganismos. 

El valor DBO a es importante para establecer 
comparaciones entre las aguas residuales; 
las tasas en concepto de aguas residuales 
también se rigen por él. Sin embargo, este 
valor no da ninguna información acerca dei 
contenido en compuestos no degradables. 

La desventaja de la determinadón de la DBO 
es que el período de prueba dura mucho tiem- 
po. Un tiempo de medida de cinco dfas no 
garantiza un aprovechamíento efectivo de 
la prueba para controlar las instaladones. 

Por el contrario, los biosensores microbianos 
[Gap. 10) miden la DBO de las aguas residua¬ 
les en sólo cinco minutos, pero súlo indican 
sustancias de bajo peso molecular que pueden 
penetrar por una membrana de proteccióm 


mixto de microbíos de aguas residuales). 
Seguidamente se determina el contenido en 
oxigeno, normalmente con un electrodo de 
oxigeno Clark. A continuadón se cierran los 
frascos y se agitan a 20 durante cinco dfas 
en la oscurldad. Después de la inciibación se 
vuelve a medir el contenido en oxigeno. 

La diferencia entre el prlmer día y el quinto 
(multiplicada por la dilución de la muestra) 
da como resultado el valor de DBO,. 



Como se mide el valor 
DBO5: electrodo 
de oxigeno Clark en 
un frasco de cultivo. 

Si en el agua no hay ninguna sustancia bio- 
degradable, los microbíos no üenen nada 
para consumir, no se multíplícan ní absorben 
nada. No se habrá consumido oxfgeno. 

La diferencia entre el prlmer día y el quinto 
equivale a cero. Por consiguiente, ia DB0 5 
es de 0 mg oxígeno/L. iEl agua no contiene 
sustancias fácilmente biodegradables! 

Si, por el contrario, el agua hublera sido rica 
en sustancias biodegradables, los microorga¬ 
nismos afta d idos se habrían multiplicado 
y habrían consumido el oxigeno. 



Fig, 6.15 El premtoNobel 
Paul Crutzen (centro), 
codestubridor dei agujero 
de ozono, después de una 
conferencia en abril de 2005 
en HongKang: “Exísten 
1400 millones de bóvidos 
en el mundo que excretan 
metano de forma masiva,,," 



Fig. É.16 Superfície cerrada 
al paso debldo a una carga de 
herbirida en 1990 en la anti- 
gua franja dei muro en Berlín. 


rimeotado con biogás procedente de instaladones 
depuradoras para proporcionar calefacdón a grupos 
de vivíendas situadas al lado. En aquel entonces, en 
Stuttgart fundonaban 155 vehículos de la empresa 
municipal de transportes con biogás -popularmente 
denominados con caririo "Furzelino 1 ', Los cocries te- 
nían una gran ventaja: el metano se convierte en agua 
y dióxido de carbono, respetando el medio ambiente. 

Los desechos domésticos podrían ser otra fuente más 
de biogás. En los depósitos de desechos también se 
forma metano (en parte peligroso), y se puede obtener 
biogás si se cubre de forma adecuada. Según estima- 
ciones americanas, en depósitos de desechos se pue¬ 
de generar aproximadamente un 1 % de la energia que 
se necesita en Estados Unidos. Este porcentaje no 
parece muy elevado, pero habría que pensar que este 
1 % de Estados Unidos corresponde al consumo total 
de energia de algunos países en vias de desarrollo. 

En los países industrializados, el biogás sólo puede 
cubrir entre un 1 y un 5% de la energia total nece~ 
saria, por el mero hecho de que las cantídades de 


material de partida sou limitadas. Sin embargo, para 
ei suministro local de energia, el biogás tiene un 
gran significado en las zonas rurales de todo ei mun¬ 
do. Actualmente, no sólo el suministro de energia 
está cobrando más relevância, sino cada vez más 
la evacuación de desechos que danan el medio 
ambiente; finalmente, ía protección de los suelos 
y bosques constituye un problema ecológico global. 

■ 6.6 EL alcohol que crece 
en los campos 

El automóvil arranca: en lugar de los gases de escape 
de olor nauseabundo, despide un ligero olor a alcohol. 
En Brasil esto es un hecho cotidiano [Cuadro ó.3J. 
Hoy existen en Brasil 4,2 millones de automóviles que 
sólo fundonan con etanol y aproximadamente 10,2 
millones de automóviles que fundonan con una mez- 
cla de gasolina y etanol. La producción estimada de 
etanol en todo el mundo ascendió en 1998 aproxima¬ 
damente a 33 300 millones de litros. Entre los gran¬ 
des productores fíguraban Brasil (14 500 millones de 
litros), Estados Unidos (5700 millones de litros), Asia 
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[5900 millones de litros) y Europa (4000 millones de 
litros), El disparo de salida para la enorme producción 
de alcohol eombustible se produjo en Brasil a conse- 
cuencia de la crisis dei petróleo de los anos 1973- 
1974, La segunda crisis, en 1979, activô aún más la 
producción. En aquel entonces existían grandes can- 
tidades de la matéria prima de partida, la cana de azú- 
car, Debido a los elevados precios dei petróleo en el 
mercado mundial, a finales de 1975 se lanzó el pro¬ 
grama estatal Proakool para generar etanol como 
eombustible, Los motivos políticos y económicos fue- 
ron determinantes para el proyecto (detalles en Cua- 
dro 6,3), Sin embargo, el proyecto también es muy 
polémico; además de la problemática de "eombustible 
en lugar de alimentos' 1 , otro problema es la contami- 
nadón dei medio ambiente con aguas residuales y 
la erosión dei suelo. 

La producción de alcohol genera por cada litro de eta¬ 
nol 12 a 15 litros de residuos de azúcar y 100 litros 
de agua para lavar, que por motivos económicos prin- 
cipalmente se vierte a los rios sin depurar y los con- 
vierte en cloacas, aunque se podría obtener abono 
a partir de los residuos dei azúcar. La carga de sucie- 
dad orgânica de estos vertidos que se generan para 
producir un litro de alcohol corresponde a la carga de 
vertidos de cuatro ciudadanos. Una sola fábrica de 
alcohol, con una producción diaria de 150 000 litros, 
se puede comparar con una gran ciudad de 600 000 
habitantes en términos de cantidad de vertidos, 

jEs decir, los procesos biotecnológicos no proporcio- 
nan "automáticamente 1 ’ produetos que respetan 
el medio ambientei 

Durante la época dei alcohol hubo que suspender 
temporalmente el suministro de agua potable de ciu- 
dades enteras. Ahora, el gobiemo brasileno ha pues^ 
to el freno de emergencia: las aguas para lavar de la 


industria dei alcohol deben utilizarse en circuitos 
cerrados, los restos de azúcar deben convertirse en 
alimentos y abonos, y el Iodo fino en biogás, El pro¬ 
blema dei bloalcohol demuestra hoy día cuáles son 
los aspectos socioeconómicosy políticos que hay que 
tener en cuenta en el desarrollo de nuevas tecnologi¬ 
as, como la biotecnologia. Lester Brown, director 
dei Instituto Worldwatch, dice que las plantas ener¬ 
géticas aumentarían la presión sobre las superfícies 
de cultivo fértiles limitadas, que en muchos lugares 
dei mundo ya es excesiva y ha provocado una mayor 
erosión y deterioro dei suelo. Brown estableeió una 
comparación; para la alimentación anual de un ser 
humano basta con la cosecha de 1000 m 2 de tierra 
cultivada, y para cubrír ias necesidades correspon- 
dientes de eombustible de un coche estadounidense 
se necesitarían 30 000 m 2 , jPor tanto, parece que un 
coche quita el alimento de 30 personasl 

■ 6*7 los devoradores de petróleo 
de Ananda Chakraharty 

^Pueden contribuir los ''supermicrobios" a salvar el 
medio ambiente? El biotecnólogo hindú afincado en 
Estados Unidos Ananda Mohan Chakraharty 
[naddo en 1938, Fig. 6.18} habfa cultivado bactérias 
en General Electric que podían descomponer el ani- 
quilador de plantas (herbicida) 2,4,5-T, Este herbici¬ 
da se utilizo en grandes cantidades durante la Guerra 
dei Vietnam como componente esencial dei agente 
naranja [además, contenía impurezas mutágenas de 
dioxína) para "desforestar" grandes superfícies selváti¬ 
cas [Fig. Ó.17), y tuvo consecuendas catastróficas 
-malformacionesy câncer- en los vietnamitas y en los 
hijos de los soldados estadounidenses implicados. 

A partir de los devoradores de herbicidas, Chakraharty 
crió devoradores de grasas en toda regia (Fig. Ó.19): 
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Fig. 6.17 Jungia vietnamita 
intacta (arriba) y después 
de una "acción de desfores- 
tacíón" con el agente herbi¬ 
cida naranja (2,4,5-T) 
(abafo), Ananda Chakraharty 
cultivô bactérias que degra¬ 
da ba n el agente naranja. 



Fig. 6.i8 Ananda Chakrabarty 
obtuvo en 1981 su patente 
en Washington. Aetna Imente, 
Chakrabarty. titulado por La 
Umversidad de Cabcuta, 
es DísVnguished Professor 
de la üniversidad de Illinois, 
en Chicago. 


Fig. 6.19 Fabrkadon de un 
" su pe rm i crobí o" (superbug) 
que puede degradar las sus¬ 
tância s hidrocarbonadas 
pesadas de! petróleo. En pri¬ 
me r lugar, se íntegró un piás- 
mido que degrada el alcanfor 
(CAMl) en una bactéria que ya 
contenía un plãsmido que 
degrada el octano (OCT). 
Ambos píásmidos se fusiona - 
ron. De este modo, un plásml- 
do codíficô enzimas para 
ambas nutas de degradación. 
Porei contrario, para Los pEás- 
mídos dei xiloi (XYL) y la nafta¬ 
lina (NAH) ocurrió de otro 
modo. En este caso» ambos 
plãsmidos coexístfan en una 
célula. Finalmente. Chakra¬ 
barty junto lodos estos piás- 
mídos en una cepa, Ésla creciô 
bien en crudo y utilizo alcan¬ 
for, xiloi, octano y naftalina 
como fuentede hidroearburos. 
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Fig.É.20 La catástrofe 
dei Exxon Valdez de 1998* 
Dias 1-5: el petroiero Exxon 
Valdez en el arrecife Btigh, 

26 de marzo de 1989; playas 
muy contaminadas de crudo 
(is la Smíth, abril de 1989); 
intentos de limpieza de 
las playas; contamínación 
incluso a una distancia 
de 350 millas en la península 
deAiaska (agosto de 1998), 


Balance de la catástrofe 
dei petrolerc Exxon Valdez 

38 000 toneladas de crudo 
(iel contenido de 125 pisci¬ 
nas olímpicas!) se vertieron 
a l mar; se conta mi na ron 
1300 millas de costa. 
Cálculo devíetimas: 
250000 aves marínas, 

2800 nutrias marínas. 

30o focas, 

25oáguÍlas de cabeza 
blanca, 

22 ballenasasesinas 
y una cantldad íncakutable 
de peces. 


extrajo de cuatro cepas de Pseudomonas que degra- 
dan respectivamente el octano, el alcanfor, el xilol 
y la naftalina, los plásmidos, y por vias separadas creó 
el "superplásmido' 1 y lo volvió a íntroducir en las bac¬ 
térias. De este modo creó un Superbug [supermicro- 
bio) que puede descomponer los cuatro productos. 
Las bactérias transformadas de este modo atacaron 
con un "hambre canina' 1 los restos de petróleo tóxicos. 
Aparentemente, cuando se producen catástrofes con 
petroleros [Hg. 6,20] y hay enormes superfícies dei 
mar en peligro por la marea negra, éstas degradan rápi¬ 
damente el petróleo. Los microorganismos, que crece- 
rían masivamente, serían devorados a su vez por otros 
seres marinos, y de este modo volverían a desaparecer. 
Sin embargo, los devoradores de petróleo de Chakra- 
barty nunca se utilizaron en el medio ambiente, por¬ 
que en aquel momento no se permitirá liberar bacté¬ 
rias manipuladas genéticamente. 

En ia avería dei petroiero Exxon Valdez, en 1 989, 
frente a las costas de Alaska, se aspiró y se filtró la 
masa principal dei petróleo espeso (Fig. 6.20). Sin 
embargo, la capa situada sobre ias rocas y en la are¬ 
na se degrado con bactérias cultivadas "normales". 
Anadiendo "abonos" [fosfato y nitrato], el creci- 
míento de los microbios mejoró considerablemen- 
te. Hasta el momento no se permite nada más. 
^Cómo seguirá la "mejora dei medio ambiente'? 
El biólogo y escritor berlinés Bernhard Kegel, en su 
novela SexySons } no sólo describe al fracasado clon 
dei jefe de una empresa multinacional de temas 
medíoambientales, sino también lo que ocurre 
cuando microbios de nueva creación por manipula- 
ción genética acaban, primero, como era de esperar, 
con la contaminacíón por el petróleo, pero después 
se llevan malintencionadamente a pozos de petró¬ 
leo activos. Una catástrofe, pero de momento sólo 
existente en la ciencia-ficcíón. 

Sin embargo, las espectaculares catástrofes de petro- 
leros sólo causan un pequeno porcentaje de la conta- 
minación por el petróleo. Anualmente siguen ver 
tiéndose millones de toneladas de petróleo al mar, 
una cuarta parte de ellas procedentes de la limpieza 
ilegal de los tanques vacíos en mar abíerto, y un ter- 
cio de las aguas residuales que se echan a los rfos. 
Los suelos contaminados con petróleo (bajo las 
gasolineras, por ejempio) son más complicados: des¬ 
pués de la reuníficación, en Aiemania Oriental hubo 
un gran auge de la limpieza de los suelos. Se infec- 
tan dos metros de profundidad de suelo con micro¬ 
bios específicos, se airean y mezclan. A menudo, 
después de dos semanas ya se ha eliminado el 90% 
de las sustancias tóxicas. 

Las llamadas "franjas dei muro" de Berlín se estuvie- 
ron rociando con herbicidas durante anos para que los 


vigilantes de la frontera tuvieran buena visibilidad. 
Sobre todo se aplicaban hidrocarburos clorados, como 
el 2,4-D (Fig. 6,16), Después de 16 anos, las sustan¬ 
cias tóxicas se han eliminado mediante microorganis¬ 
mos dei suelo que han surgido de forma natural. 

En 1980, el Tribunal Supremo estadounitíeose dío 
la razón a Chakrabarty en el julcio Diamond contra 
Chakrabarty 447 US 303(1980). En 1971 había 
inscrito una patente para un ser vivo y desde enton- 
ces había estado pleiteando. Su cepa bacteriaoa 
devoradora dei petróleo fue el primer ser vivo 
"creado" de la historia para el que se concedió una 
patente en Estados Unidos (Fig. 6.19]. De este 
modo se creó un precedente para la industria 
biotecnológica. 

■ 6,8 Azücaryalcohol 
a partir de la madera 

El almidón es la matéria prima ideal para produeir 
azúcar y etaool, asf como para produeir otros pro¬ 
ductos químicos industriales, pero para tales usos 
entra en conflicto con la demanda de más alimen¬ 
tos. La antigua Office of TechnotôgicalAssessment 
(OTA) dei gobiemo estadounidense ha calculado 
que sólo de un 1 a un 2% dei consumo de combus- 
tible podrfa cubrírse con el alcohol procedente dei 
almidón de maíz sin neeesidad de aumentar los pre- 
cios de los alimentos en Estados Unidos. 

jPor el contrario, la lignocelulosa se presenta 
como la matéria prima regenerable más importante 
y tampoco se puede utilizar como alimento! 

La lignocelulosa está constituida por tres compo¬ 
nentes: la celulosa (un polímero lineal que consta 
de componentes de glucosa), la hemicelulosa 
(asimismo un polisacárido, pero que consta de cade- 
nas largas de la pentosa xilosa) y la lignina, ma 
molécula compleja aromática. En la paja dei trigo 
y en la madera, estos componentes se encuentran 
en una proporción aproximada de 4:3:2. 

Aunque la biomasa de la celulosa por tonelada de 
masa seca es dar amente más barata que el almidón 
de cereales, no puede competir con el almidón en el 
azucarado: la estruetura flja de la lignocelulosa, 
imprescindible para la vida de las plantas, constituye 
en este caso un inconveniente. El motivo es que la 
celulosa se encuentra en forma cristalina, incluída en 
la. hemicelulosa y la lignina, y-como sabe todo el que 
todavia tiene mueblesantiguos de madera autêntica- 
al contrario que el almidón no es soluble en agua. 

La mayoría de los microbios no pueden degradar la 
madera sin un pretratamiento enzimático. Éste es 
uno de los motivos por los que la madera es un mate¬ 
rial de construcción tan apreciado. Sí es cierto 
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que la madera se debe proteger contra la carcoma, las 
térmitas y los productores de la putrefacdón blanca 
y la azul (enfermedad de los hongos), pues todos ellos 
producen celulasas que degradan la celulosa en azú- 
car y, por tanto, danan la madera* En el caso de las 
térmitas, que producen metano, los protozoos de sus 
intestinos poseen celulasas [Fig* 6*22)* 

El hongo Trichodermã vinde , que fue renombrado 
por el especialista en celulasa americano ET. Reese 
como Trichodermã reesei ; es actualmente el favori¬ 
to a la hora de desprender celulasa de forma extra* 
celular* Se descubrió en Nueva Guinea en una car- 
tuchera de algodón podrida durante la Segunda 
Guerra Mundial (Fig* 6.23). En aquel entonees, los 
microbiólogos se creían las noticias alarmantes 
que llegaban de las zonas de combate tropicales y 
decían que el equipamiento dei ejército estadouni- 
dense se descomponía con una rapidez alarmante* 

Mientras tanto se encontraron mutantes que con- 
vertían la celulosa en azúcar de forma diez veces 
más produetiva que Ias cepas satvajes* Y hasta ahora 
el proceso no resulta costoso. El mejor candidato 
para degradar Ia lignina, el hongo Chrysosporium 
pminosum, aún deja un 40% de lignina intacta des- 
pués de 30 dfas en el biorreactor. 

Los productos de degradación de la Ugnina son vene¬ 
nosos para muchos microbios (evidentemente, es un 
agente protector natural de la madera en los árboles) y 
lamentabfemente, no seconocen aplicaciones adecua- 
das para la lignina hasta el momento. El pretratamien- 
to de la lignocelulosa con ácido también sigue siendo 
necesario para una buena descomposición enzimática 
de la celulosa; sin embargo, la eliminación dei ácido es 
cara. No obstante, la investigaáón de las explosiones 


con vapor y los procesos de explosiôn congelando con 
amoniaco líquido pueden reducír los costes* 

Pero existe una esperanza: hace unos pocos anos, 
la larga búsqueda de microbios que degradan 
lignina dio un giro imprevisto. Los expertos esperaban 
que Ias sustancias de elevado peso molecular fueran 
síempre las primeras separadas por las enzimas hidro- 
líticas (hidrolasas), formadas por los microorganismos 
y liberadas al medio* Ejempios conocidos son las ami* 
lasas y las celulasas. Para la degradación de la lignina 
se descubrieron los hongos causantes de la liamada 
putrefacdón blanca de la madera, Descomponen 
entre un ÓO y un 70% de ia lignina y generan fragmen¬ 
tos, dióxido de carbono y agua, y liberan celulosa blan¬ 
ca (de abf la denominadón de putrefacdón blanca)* 

El mecanismo de descomposición de la lignina es 
sensacional: ;Ios hongos Phânerochaete chrysospo- 
rium y Ccriolus versicolor no desprenden hidrola¬ 
sas sino peroxidasas extracelulares al medio! 
Éstas destruyen, sobre todo, los enlaces fenólicos de 
Ia lignina (Fig. 6,21)* 

La procedência dei peróxido de hidrógeno, sin ei 
cual no fundonan las peroxidasas, sigue siendo un 
enigma. Probablemente lasoxidasas extracelulares, 
como Ia glucosa oxidasa, desprenden H 2 0 2 cuando 
se oxida la glucosa. La participación inesperada de 
las peroxidasas en los procesos de degradación indi¬ 
ca claramente que, incluso en el caso de las enzi¬ 
mas, sólo se ha descubíerto la punta dei iceberg, 
y todavia están por descubrir âmbitos de aplicacíón 
sorprendentes y muy útiles. 

El segundo problema de la degradación de ía made¬ 
ra es la inhibidón de las celulasas por sus propios 


Fíg. 6.21 Degradación 
enzimãti ca hipotética 
de la lignocelulosa. 





Fíg. 6.22 Arnba: las térmitas 
(hormígas btancas) producen 
bíogás con la ayuda de celu¬ 
lasas de sus flagelados 
dei intestino* 

Centro: flagelados que devo- 
ran bactérias en el intestino 
de la térmita. Abajo: tajón 
no utilizado en ei armado dei 
autor en Hong Kong, con ura 
considerabie plaga de térmi¬ 
tas. Producen metano 
a partir de La madera dei 
armario* 



Fig, 6*23 En La Guerra 
dei Pacífico contra Japón, 

Los objetos de algodón y Las 
cartucheras de los Gl se des- 
harian con una fadlidad pas¬ 
mos a: los hongos producto¬ 
res de celulasa* como Tricho- 
derma, fueron la causa. 
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Fíg. 6.24 Matérias primas 
químicas a partir de la bioma- 
sa (formulas estmcturales) 


Etanol 


Ácido acético (acetato) 



n-butanol 


Acetona 



Ácido cítrico 



Ácido láctico (lactato) 



Ácido D'glutâníco 


productos [inhibidón por productos), la glucosa 
y su dímero, la celobíosa, y su actividad relativamen¬ 
te baja. De todas maneras, la actividad enzímática de 
las mejores celulasas es sólo una milésima parte de 
la actividad de las amilasas de uso comente. Tal vez 
mediante la ingenieria de proteínas, es decir, la 
fabricación de nuevas enzimas modificando sus 
componentes aminoácidos, se pueda conseguir que 
las celulasas abandonen su "autocontrol voluntário”. 
Los ingenieros genéticos ya han clonado genes de 
celulasa a partir de diversos micróbios en bactérias 
para producir celulasas de forma económica y en 
grandes cantidades. Otra posibilidad para mejorar 
los procesos es la transmisión de la capacidad para 
aprovechar las pentosas de la hemicelulosa median¬ 
te consumidores de celulosa. 

Finalmente se podrían aplicar microbios que utili- 
zan la lignocelulosa direetamente, por ejemplo 
Oostridium thermoceílum. Las cepas salvajes for- 
man una gran gama de productos a partir de la lig- 
nocelulosa, especíalmente etanol y ácidos orgâni¬ 
cos. Mediante manipulación genética parece que 
se forma uno de estos productos en concentracio¬ 
nes elevadas y, por tanto, de forma económica. 

Una empresa norteamericana utiliza ei hongo de la 
putrefacción blanca Ophiostoma píliferum para el 
pretratamiento de las virutas de madera (putrefac¬ 
ción 0 bíopulpfng\. Después de unas semanas, con 
den toneladas se obtuvo una cosecha mayor de celu¬ 
losa. Las virutas a Ias que se ha inyectado Ophiosto- 
madegradan la lignina y, al mismo tiempo T elimínan 
a los competidores de la putrefacción azul. 

■ 6.9 ^Matérias primas químicas 
de biomasa? 

Sólo unos cien productos químicos industriales repre- 
sentan en la actualidad el 99% de todos los productos 
químicos. Unas tres cuartas partes de éstos se fabrican 
a partir de dnco matérias básicas: etileno, propileno, 
benceno (benzol), tolueno (toluol) y xileno (xilol). 
Todas estas sustancias se producen actualmente a par¬ 
tir dei petróleo y el gas natural. Los precios fluctuan- 
tes dei petróleo influyen considerablemente en el sec¬ 
tor químico. Además, se deben anadir los elevados 
costes de energia necesarios para extraer el petróleo 
y para evitar problemas medioambientales. Los ex¬ 
pertos calcuian que, en principio, la mitad de los cien 
"productos químicos mas importantes 1 ' puede fabri- 
carse a partir de matérias primas renovables. aCuál es 
la situadón en ia actualidad? El etanol, el ãddo cítri¬ 
co y el ácido acético pueden fabrícarse por biotecno¬ 
logia a un precio económico (Fíg* 6.24), 

El etanol es un producto químico industrial impor¬ 
tante (Gap. 1). Sírve como medio de disoludón, 


extracción y anticongelante, y como matéria prima 
para la síntesis de otros compuestos orgânicos que 
se utilizan como colorantes, pegamentos, lubrican- 
tes, fãrmacos, detergentes, explosivos, resinas artí- 
ficiales y cosméticos. 

La síntesis química dei etanol a partir dei etileno 
(mediante almacenamiento de agua a elevadas tem¬ 
peraturas con catalizadores] desbancó al alcohol de 
fermentadón gradas a un descenso de los precios 
dei petróleo y dei gas natural, y a un aumento de los 
precios dei almidón y los azúcares. Ahora comienza 
un renacimiento dei proceso biológico más antiguo 
dei mundo. Un proceso continuo, unos microorga¬ 
nismos termófilos y resistentes al etanol, junto con 
técnicas de destilación que ahorran energia, pueden 
hacer que el proceso biológico sea competitivo. 

Actualmente, el ácido acético sólo se produce para 
fines alimentarios mediante la oxldación dei etanol 
con Acetobacter{ Gap. 1). Parael ãddo acético indus¬ 
trial de elevada concentradón la carboniladón quí¬ 
mica dei metano! aún es más económica. En todo el 
mundo se fabrican aproximadamente 200 000 tone¬ 
ladas de ácido acético por fermentadón dei etanol. 

En Estados Unidos se está probando una aplicación 
dei ácido acético que protege el medio ambiente. 
El acetato, la sal dei ácido acético, se produce mez- 
ciando carbonato cálcico con ácido acético. El ácido 
acético se obtiene previamente a partir de la bioma¬ 
sa. El punto de fusión dei acetato de caldo y mag¬ 
nésio (CMA) es de -8 °C y se utiliza en invierno 
como sal de deshielo protectora dei medio ambien¬ 
te. Esto alegra a los automovilistas americanos, ya 
que, además, protege la chapa contra la corrosión. 
Por el contrario, la "sal de deshielo alemana" (el do- 
ruro sódico puro, NaCl) mata los árboles porque eli¬ 
mina importantes nutrientes de las plantas. El Club 
Automovilístico de Alemania informo que en el 
invierno 2000-2001 se utílizaron 2,8 toneladas de 
sal de deshielo por cada kilometro de la fiermosa. (en 
aquellos momentos aún lo era) carretera de Bran- 
denburgo, es decir, ]2,8 kilos de sal por metro! 

Un disolvente orgânico importante es el n-butanol 
0 1 -butanol (n significa normal y quiere decir que se 
trata de un compuesto sin ramificar de cadena line¬ 
al). El n-butanol se aplica en ia fabricación de ablan- 
dadores, líquidos de freno, aditivos de combustible, 
resinas sintéticas, agentes de extracción y para pro¬ 
ducir pinturas. En todo el mundo se producen 
1,2 millones de toneladas de forma industrial a par¬ 
tir dei petróleo. La producclón de butanol surgió a 
partir de las necesidades de Inglaterra durante Ia 
Primera Guerra Mundial y contribuyó directamen- 
te a la formación dei estado de Israel (Cuadro 6.4). 
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Cu adro 6.3 Historia 

de La biotecnologia: El programa 

Proatcool de Brasil 

Brasil se vio especialmente afectado por el 
aumento de íos predos dei petróleo de los 
anos 1970, puesto que el gobiemo, a imita- 
don dei modelo estadoimidense, en el tema 
de servidos de transporte había invertido 
mayoritariamente en el tráfico por carretera, 
La red de ferrocarriles se quedó parallzada, 
el transporte en barco también. Grandes pro- 
yectos como la autopista Transamazónica 
abrieron zonas dei país hasta entonces ínacce- 
síbles a los automóviles. 

En 1975, a iniciativa dei gobiemo militar dio 
comienzo el programa nacional Proâlcool c on 
el objetivo de sustituir la mayor parte de las 
importadones de petróleo por alcohol. El eta- 
nol para los 'boches de alcohof se obtlene 
de la cana de azúcar, que contiene um 1 2% de 
azúcar, 0 de la cassava (mandioca), una planta 
que proporciona almídón, por fermentadón 
dei azúcar. Las dimensiones dei proyecto bio- 
tecnológico aparentemente más importante 
dei mundo eran poco habituales: desde 1975 
a 1980, las superfícies de cultivo de cana de 
azúcar crecieron en un 70%. En 1981 se pro- 
dujeron 4,6 millones de litros de alcohol y en 
1985 nueve millones de litros. Los mayores 
problemas se podían solucionar técnícamente. 
La adicíón de un 22% de alcohol a la gasolina 
no requlere ningún tipo de modlficación técni¬ 
ca en los motores. Sin embargq, en los vehícu- 
los que sólo fundonan con alcohol, según afir- 
maciones de los expertos, hay que tener en 
cuenta el mayor índice de compresión; se 
deben instalar las liam adas bujías de encendi- 
do frías y se necesita un racor de aspiración 
calentado, una protección especial anticorro- 
sión para el depósito y el carburador, así como 
un sistema de arranque en Mo. 



Coche de etanol en medio de la matéria pri ma 
regenerable de la cana de azúcar. 


Se fomentó el cultivo de la cana de azúcar 
y otras plantas energéticas mediante créditos 
extremadamente ventajosos; la nueva cons- 
trucción y la expansión de Jas destilerías red- 
bió apoyo estatal, se garantizó el precío dei 


producto, se amplíó la investigadón y el de- 
sarrollo. En 1982, los costes dei programa 
Proâlcool se elevaban a 8000 millones 
de dólares; con seguridad contribuyeron 
a la enorme deuda exterior de Brasil y a 
la infladón dei 200%. En contra de eso, el 
gobíerno se escudaba en los síete mil millo¬ 
nes de dólares que se hahían ahorrado hasta 
el momento en importadones de crudo. 

Entre 1975 y 1980 se redujo la superfície de 
cultivo de arroz en Brasil en un 28%. Aproxi¬ 
madamente 200 plantadones gigantescas 
de cana de azúcar habfan expulsado de las 
mejores tíerras a los pequenos campesinos 
y arrendatarios que producfan maíz, arroz y 
judias negras para los sectores más pobres 
de la poblaciôm Los dos millones de puestos 
de trabajo recién creados consütuyen un 
argumento muy gastado para el proyecto dei 
alcohol: a los trabajadores sólo se les necesita 
durante ia temporada y reciben suei dos 
miserables -únícamente de este modo $e 
puede producir etanol de forma rentable, 

En asociación con multinadonales madereras 
se talaron y se siguen talando bosques tropica- 
les de forma radical. Como ahora ya sabe todo 
el mundo, es un error fatal suponer que los 
bosques tropicales se van a recuperar debido 
a que crecen de forma exuberante. Al contra¬ 
rio: junto con los arrecifes de coral constituyen 
tos sistemas ecológicos más sensibles, 

Para ei proyecto fue ventajoso producir cana 
de azúcar in situ; así se evitaron los elevados 
gastos de transporte y almacenamiento. Ade- 
más, el Estado aseguró en 1979 a la industria 
automovillstica que en todas las grandes duda- 
des se podrfa comprar etanol como combustí- 
ble en todo momento. Por ese motivo, las 
empresas de automóviles estaban dispuestas a 
fabricar vehículos con motores especíales que 
funcionaran exdusivamente con etanol hidra¬ 
tado. Al contrario que el etanol hidratado, el 
etanol anhídro se mezcla con la gasolina. 

El gobiemo brasíleho y el Banco Mundial 
fomentarart la producdón de etanol y la venta 
de automóviles que funclonasen exdusiva¬ 
mente con etanol Para ello, respaldar on indi- 
rectamente la producdón de etanol hidratado. 
A pesar de los programas atractivos y las ayu- 
das financieras estatales, el proyecto Proâlcool 
no se logró imponer: dado que los predos dei 
crudo descendieron en los anos 1980, la pro¬ 
ducdón de alcohol como combusüble se vio 
sometida a presiom En 1981 y 1989, el mer¬ 
cado de etanol brasileno se colapsó. Los pre- 
cios fijados por el Estado para el azúcar y el 
etanol se acoplaron para garantizar el suminis- 


tro de alcohol como combusttble, En 1990 se 
liberalizó en parte el mercado dei azúcar. La 
fabrícadón de azúcar cobró signlficativamente 
un mayor aíractivo. Además, el Estado se vio 
obligado a recortar los pagos de subvenciones 
por un Importe aproximado de 1 500 millones 
de dólares americanos, A fínales de 1997, 
estos problemas desemboearon en el programa 
Proâlcool II Sin embargo, la cantidad de vehí¬ 
culos nuevGS adquiridos que funtíonaban con 
etanol se redujo de forma drástica. 



Motor de 1,6 Ldel VW Golf brasileno, apto para 
el uso con gasolina o con mezcla de gasolina 
y alcohol. 


En 2002 Brasil reactivó de nuevo su programa 
Proâlcool Debido al aumento de los ingresos 
en Brasil, íos expertos euentan con que se 
incremente la venta de automóviles en gene¬ 
ral. Con ello debería quedar asegurado el uso 
de la mezcla de gasolina y etanol, y por tanto 
también la fabrícadón de etanol anhidro. 



Ca Pia de azúcar. 


Ventas de automóviles nu evos (en mües] 
1500 ——....-. 



1983 1997 

Et fíacaso dei proyecto, vislble por la dísmíniirión 
de las cifras de ventas de coches de alcohol 
frente a tos coches de gasolina. 
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Cu adro 64 Historia 

de La biotecnologia: Una bactéria 

fundadora de un Estado 

Chaim Weizmann (1874-1952) se vio 
oblígado en su juventud a abandonar su 
patria rusa Occidental imprecada de senti- 
miento antisemíta. Después de estudiar en 
Suiza y Alemania, en 1904 empezó a traba- 
jar en Londres con el famoso profesor de 
química William Perkin. 

A princípios de 1915, ei entonces ministro 
de la Guerra David Lloyd George reparo en 
él Había una gran falta de cordíta altamente 
explosiva, una mezcla de nitroglicerina 
y nitrocelulosa, la acetona que se necesitaba 
para ésta, destilada a partir de la m adera, era 
especiaimente escasa. 



Lloyd George se encontro con Weizmann 
y ambos quedaron fascinados mutuamente. 


.iCómo se puede obtener acetona por fermen- 
tación? Weizmann se acorrió de las investiga- 
danes de Pasteur para convertír ei azúcar en 
alcohol por fermentadún. Buscó en la tierra, 
en el malz y otros cereaies, para encontrar 
las correspondentes bactérias 0 levaduras. 



La bactéria ^fundadora de un Estado", 
Üostrídium acetohutyticum. 


Al cabo de pocas semanas de su en cu entro, 
Weizmann aisló el Clostridmm âcerobutylt- 
ctim, el cual no sólo produjo milagrosamente 
acetona sino tambíén otra susta nd a muy 
valiosa: ;el butanol! 

El butanol se utiliza para fabricar el caucho 
sintético y tambíén para neumáticos de auto- 
mó vil, de importância estratégica. 

Lloyd. George estaba absolutamente fascinado 
y ofredó proponer ai Primer Ministro que le 
concediese a Weizmann una distmción eleva¬ 
da, pero éste la rechazó categoricamente y, en 
lugar de ello, habló de la necesidad de dar una 
patria a los judios d d mundo. Guando el pro- 
pio Lloyd George llegó posteriormente 


a Primer Ministro, discutió este deseo de 
Weizmann con su ministro de Asuntos Exte¬ 
riores, el conde de Mour. Esto desembocó 
directamente en la dedaracíón histórica de 
Balfour dei 2 de noviembre de 1917 y, final- 
mente, en 1948 en la creactán dei Estado de 
Israel, cuyo primer presidente fue Weizmann. 
Weizmann no sólo descubrió un método 
genial para fabricar dos productos químicos, 
sino que tambíén prestigio el credmiento 
de la industria de la fermen tación y, con 
ello, de la biotecnologia moderna, mucho 
antes dei descubrimiento de la penicilina. 



Chaim Weizmann, hasta la fecha el único 
biotecnâlogo que ha aparecido en un billete 
de banco. 




Fig, 6.2 É Las alga s d i a to m fi¬ 
as se utilizan como tierra silí- 
cea para fabricar dinamita. 
Ilustradón de E m st Hae ckel 
de Kunstfomert der Nútur. 


Como subproducto, Ctostridium âcetobutylicum 
formaba el disolvente acetona, dei cual hubo una 
gran demanda durante la Primera Guerra Mundial: 
en Gran Bretana se utilizaba para fabricar el explosi¬ 
vo cor dita. Por el contrario, posteriormente, después 
de la guerra, se necesitaba acetato de butilo para 
esmaltes de nitrocelulosa, y el interés se volvió a des- 
plazar al n-butanoL En los afios 1940 y 1950, cuàn- 
do cayeron los precios de los productos petroquími¬ 
cos por debajo de los dei almidón y la melaza, la pro- 
ducción microbiana de n-butanol se redujo de forma 
drástica. Sólo en la República Sudafrieana, donde el 
petróleo era escaso debido ai embargo internacional, 
se siguió realizando el proceso en blorreactores de 
90 metros cúbicos. Se obtuvieron rendimientos de 
un 30% en disolventes con seis partes de butanol, 
tres partes de acetona y una parte de etanoL 

Con los precios dei crudo en aumento y los avan¬ 
ces biotecnológicGS, en los anos 1980 volvió a 
aumentar el interés por los procesos biológicos. 
Hasta ese momento, la toxicidad dei n-butanol para 
las bactérias constituía un problema para el aumen¬ 
to de la efectívidad. Con la ayuda de microorganis¬ 
mos inmovilizados y de un procesamiento conti¬ 


nuo se logró aumentar 200 veces Ia producción 
de butanol 

El glicerol (glicerina}, un disolvente y lubricante 
de múltiples aplicadones (Fig. 6.25), ya se fabricó en 
Alemania durante la Primera Guerra Mundial me¬ 
diante levaduras para produdr dinamita, ai igual que 
en Inglaterra se producía acetona con bactérias para 
la condita. Para fabricar dinamita se hace gotear glice¬ 
rina enfriada continuamente sobre nitronio (ácido sul- 
fúrico y ácido nítrico); en pequenas cantidades se que- 
ma sin peligro, mientras que en grandes cantidades 
explota súbitamente si se calienta de repente 0 con un 
golpe. El posterior fundador dei prémio Nobel, Aifred 
Nobel, estabilizó la nitnoglicerina mediante la absor- 
ción con tierra de díatomeas. En este caso se trata de 
sedimentos naturales de la estructura de ácido silícico 
de las algas diatomeas (Fig. ó.2ó), con grandes poros 
y una elevada capaddad de absorción. 

A los cultivos de levadura que producen etanol se 
les anade sulfito de sodio, el cual forma un produc- 
to intermédio importante en la síntesis dei etanol. 
De este modo, Final mente se produce glicerol ade- 
más de etanol. De todas maneras, con este método 
se producían mil toneladas ai mes. Sin embargo, 
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después de Ia guerra se suprimió este proceso por Ia 
saponificación química de grasas o la fabricación a 
partir de propiieno y propano, 

El ácido cítrico (Fíg. Ó.24) se produce a partir del 
hongo AspergiUus. El ácido cítrico se utiliza como 
saporizante completamente inocuo, como conser¬ 
vante y en detergentes, a escala mundial, con apro¬ 
ximadamente 700 000 toneladas y con un valor de 
mercado de 700 milkmes de dólares americanos. 

El ácido íáctico (lactato) lo descubrió en 1780 
el químico sueco Scheele en la leche agria, y 
C. Wehmer lo sintetizo en 1895 de forma muy efi¬ 
caz a partir de la giucosa con Lâctobâcillus delbruec 
kii en la entonces pequena empresa A. Boehringer 
-posteriormente una multinacional bioquímica. El 
ácido láctico sirve como agente de acidificación en 
la industria alimentaria y como conservante para 
alimentos enlatados, como agente de decapado 
têxtil y para la producción de plástico. En total, en 
1995 se fabricaban en el mundo aproximadamente 
50 000 toneladas anuales. En Europa, casi ia mitad 
del ácido láctico se produce de forma microbiana, 
mientras que en Estados Unidos se utillzan exclusí- 
vamente procesos químicos, El alslamiento dei áci¬ 
do láctico del medio de cultivo sigue siendo caro. 
En ia actualidad se esta voiviendo a utilizar uno de 
los primeros bioprocesos técnicos en términos 
históricos: la fabricación de ácido glucónico 
(Fig. 6.24) a partir de giucosa mediante Aspergühis 
niger. En este proceso, la giucosa oxídasa del hon¬ 
go desempena un papel decisivo, utilizándose tam- 
bién en los biosensores (Cap. 10) para medir la giu¬ 
cosa: al consumir oxigeno, oxida la giucosa a gluco- 
nolactona y peróxido de hidrógeno, e! cual luego se 
descompone rápidamente como citotoxina median¬ 
te la catalasa. La gluconolactona se hidroliza de for¬ 
ma espontânea en ácido glucónico. El ácido glucó- 
nico tiene múltiples aplicadones, sobre todo como 
aditivo en detergentes, ya que une iones metálicos 
y evita que se formen manchas en los cristales a cau¬ 
sa de las sales cálcicas, y disuelve ligeramente los 
sedimentos existentes. De este modo, los recipien¬ 
tes metálicos no se oxidam En 1997 se producían 
aproximadamente 60 000 toneladas anuales de áci¬ 
do glucónico en todo ei mundo. 

También pueden fabricarse biotecnológicamente 
Qtras ácidos orgânicos, por ejemplo el ácido fumári- 
co (sal fumarato) y el ácido málico (ácido hidroxi- 
succínico, sal malato). El ácido fumáríco puede sln- 
tetizarse mediante el hongo RMzopus nigricans 
a partir del azúcar, o de la levadura Candidã a par¬ 
tir de los alcanos ( parafinas), abaratándose cada vez 
más el proceso químico-sintético. Por el contrario, 
para el ácido málico la companía japonesa Tanabe 
Seiyaku desarrolló en 1974 un proceso bíotecnoló- 



La colada que contíene 
bactérias se devuelve por 
bombeo a La escombrera 


El sulfuro de cobre poco 
soluble se convíerte en 
sulfato de cobre soluble 
en agua mediante 
Tbfohadtlus 



-tn 


ír t 

Precipitado con perdigones de hl erro 

IHD 


Predpítacíòn 

Cobre puro 


gico de elevada eficacia con microorganismos 
muertos inmovilizados (ver Cap. 2). En este caso se 
utiliza únicamente una enzima (la fumarasa} en 
células muertas de Exoíl para la producción de áci¬ 
do málico a partir dei ácido fumárico. 

gEs rentable producir productos químicos industria- 
les a partir de fuentes regenerables? La fabricación 
de productos en toneladas con poco aumento de los 
costes requiere un cálculo económico preciso. En la 
actualidad, ia mayor parte de las veces esto recae en 
las fuentes de matérias primas fósiies. 

En un futuro próximo no cambiará la situadón, al 
menos en sectores industriales completos. Una "infil- 
tración biotecnológjca" paulatina de la industria quími¬ 
ca depende de los precíos del crudo y del desarrollo de 
bioprocesos económicos que deben reducir sus costes 
actuales de un 20 a un 40%. No hay que olvidar que, 
por supuesto, los procesos químicos y los catalizadores 
químicos están en continuo perfeccionamiento. 

La economia dicíará, en última instancia, si es 
mejor aplicar procesos biote enológicos o químicos, 


Fig. 6.27 Principio 

de La tixíviacíón microbiana 

del cobre. 



Fig. 6.23 Factoría de cobre 
histórica en Estados Unidos. 



Fig, 6 , 2 ? TiobaciLosy tina 
mina de cobre con roca 
pobre en cobre de Kennecott 
Utah Copper. 
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Fig. 6.30 Lixiviación micro¬ 
biana dei cobre: se pulveriza 
el mineral con ur> fluido que 
contíene tíobacterias. 

Las tiobacterias transforman 
el híerm en híerro tres. Éste 
es un buen medro de oxida- 
dón: se oxida pirita a ácido 
sulfüríco y sulfuro de cobre 
insoluble a sulfato de cobre 
soluble. Después, la soiu- 
dón se recoge en cubas. 



Fig, é. 31 Gotas de petróleo 
con microbios encima. 



Fig. 6.32 Petróleo que se 
filtra por los poros de la roca. 



Fig, 6.33 Estas bactérias 
iAlcaligenes 0 Ratstonia 
eutrophus ) constan casi 
en su totalTdad de bioplãstí- 
co (polihidroxibutirato). 


0 una combinación de ambos. Con el correspon- 
diente ínterés, inversiones elevadas y una presión 
económica, en un futuro la mayoría de los produc- 
tos químicos Industriales podrían producirse ente- 
ramente mediante procesos biotecnológicos a partir 
de matérias piimas regenembles. Sin embargo, hoy 
son interesantes los productos nuevos que no se 
pueden sintetizar quimicamente, y los productos 
químicos purificados de elevado valor y en peque- 
nas cantidades, productos con un elevado grado de 
refinamiento, como por ejemplo los aminoácidos. 

■ 6.10 Minería silenciosa 

El cobre, el "oro rojo 1 ', se ha explotado tanto en los últi¬ 
mos anos que los recursos míneraies con un elevado 
contenido en cobre son ahora muy escasos. La explo- 
tación se realiza en zonas cada vez más profundas. Los 
costes de energia y explotación aumentan, pero existe 
una solución: hace ya 3000 anos que parece que se 
obtuvG cobre a partir de las aguas subterrâneas de las 
minas, La extracdón dei cobre por parte de los espano- 
les en Rio Tinto en el siglo xvtíi mediante lixiviación 
está documentada historicamente. Hasta hace 30 anos 
nadíe sospechaba que las bactérias pudiesen tener un 
papel activo en la extracdón, Contrlbuyen a convertir 
el sulfuro de cobre difídlmente soluble en una for¬ 
ma soluble al agua lixiviado (el sulfato de cobre) (Fig. 
6*27). Hoy en dfa, los microbios obtienen cobre puro 
de forma selectiva a partir de miles de millones de tone¬ 
ladas de menas pobres de poco valor. En Estados Uni¬ 
dos, Canadá, Chile, Australía y Sudáfríca se obtiene 
una cuarta parte de todo el cobre extraído mediante 
biolMviadón {bíoleachingj enel mundo. Más dei 10% 
dei oro y el 3% dei cobalto y el níquel se obtienen por 
métodos biotecnológicos. 

Los prindpales encargados de la lixiviación microbia¬ 
na dei cobre son las bactérias dei azufre Thiobacillus 
ferrooxídânsy Thiobacillus tMooxldans, Lasprimeras, 
también denominadas de forma abreviada “Ferros”, 
son bactérias ãádófilas (afines aios ácidos) que oxidan 
el híerro dos a hierro tres, y absorben el azufre soluble, 
pero también los sulfuros insolubles, y los transforman 
finalmente en sulfatos. Por el contrario, las “Thios” 
(77?, thiooKidans) solo crecen en el azufre elemental y 
en los compuestos solubles de azufre. 

Ambos tipos de bactérias trabajan en estrecha colabo- 
ración segün dos mecanismos de reaeción (Fig. Ó.30J: 
en la lixiviación directa, las bactérias obtienen ener¬ 
gia (ATP) mediante transferencia de electrones dei hie- 
rro 0 el azufre al oxigeno de la membrana celular. Los 
productos oxidados son más solubles; en Ia lixivia¬ 
ción indirecta, Ias bactérias oxidan el híerro dos solu¬ 
ble a hierro tres, que asimismo es un oxidante poten¬ 


te, y en solución de ácido sulfúrico convierte a otros 
metales a su forma oxidada fácilmente soluble. Ahí 
vuelve a aparecer el hierro dos, que ias bactérias oxi¬ 
dan de nuevo rápidamente a la fornia tres "agresiva". 
Estos mecanismos se sol apan en el proceso prãcüco de 
lixiviación. Finalmente, en la lixiviación dei cobre, 
el ácido sulfúrico produce sulfato de cobre soluble, 
de color azul, a partir dei sulfuro de cobre insoluble. 

En la lixiviación bacteriana se transportan a puntos de 
recogida millones de toneladas de desechos que con- 
tíenen cantidades pequenas, pero valiosas, de cobre. 
Existen montarias de escoria de hasta 400 metros 
de altura y 4000 millones de toneladas de rocas 
(Fig. 6.29). Estas rocas se rocían con agua acidificada. 
Mientras el agua se filtra, se mulhplican las tiobacte¬ 
rias, que aparecen a millones en cada gramo de roca. 
Al pie de la montana de escoria se filtra el líquido que 
contiene metales y se recoge en grandes cubas colec- 
toras. En ese momento ya se puede obtener cobre con 
fadlidad. El líquido de lixiviación exento de cobre se 
vueíve a repartir por la montana de escoria. 

En Ia lixiviación de mineral de urânio (con iones 
de urânio de valência cuatro], a partir de la pirita de 
hierro o hierro dos soluble, mediante bactérias tam¬ 
bién se produce hierro tres "agresivo", el cual forma 
a su vez iones de urânio seis; éstos se disuelven bien 
en ácido sulfúrico diluído. 

Sin embargo, parece que para el medio ambiente 
la bíosorción vale la pena: las canas filtran las sus- 
tancías tóxicas de las aguas residuales. Se han des- 
cubierto algas que unen los metales pesados tóxi¬ 
cos, por ejemplo el cádmio, en grandes cantidades 
y prometen agua depurada por ser colectores de 
metal, mientras que al mismo tiempo obtienen 
metales valiosos. Hay diversos tipos de carbón que 
también acumulan metales pesados. Se pueden al- 
canzar concentraciones entre 30 y 1000 veces más 
elevadas que en las tierras circundantes, 

■ 6.ii £Una nueva vida para 
los pozos de petróleo agotados? 

En una plataforma petrolífera aterriza un helicópte¬ 
ro, dei cual baja un bíotecnólogo con un maletín. El 
maletín transporta vida a un pozo de petróleo ago- 
tado: los cultivos de microbios que se bombean al 
tanque de petróleo se multiplican allí y forman pro¬ 
ductos que hacen que vuelva a brotar el petróleo. 

Dos tercios dei crudo se quedan en el suefo en una 
extracdón primaria. Los métodos secundários de 
extracdón de petróleo utUizan agua y gas introdu- 
cíéndolos a presión en el pozo para volver a aumentar 
la presión que ha disminuido (Fig. 6,34). Sólo en los 
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campos petrolíferos dei Mar dei Norte parece que que- 
dan cantidades de petróleo no extraíble por valor de 
300 000 millones de libras esterlinas. Las inverstones 
en investigación y desarrollo supondrían un pequeno 
aumento dei porcentaje de la producdón, La palabra 
mágica es extracdón de petróleo terdaria o MEOR 
(dei inglês Microbial Enhanced Oü Recovery, incre¬ 
mento de la extracdón de petróleo por microbios). 

Se está experimentando con diversos procesos. En los 
pozos de petróleo aparentemente vacíos se inyectan 
mezclas de bactérias, Ias cuales producen in situ gases 
como el dióxido de carbono, el hidrógeno y el. metano, 
y de este modo hacen aumentar la presión de los yaci- 
mientos de petróleo, Otras cepas de microbios parece 
que fabrican biotensoactivos, que descomponen el 
petróleo en gotitas más pequenas que se pueden filtrar 
por los pequenfèimos poros de las rocas [Hg. 6.34). 

En la actualldad, el problema sigue siendo el aporte 
de oxigeno y nutrientes a los microorganismo cuan- 
do no se pueden alimentar de los componentes dei 
petróleo. Además, las condiciones in situ son extre¬ 
mas; por ejemplo, en los yacimientos de petróleo 
dei Mar dei Norte, por el elevado contenido en sal 
y la escasez de oxigeno, jla presión es de 200 a 400 
atmósferas y las temperaturas de 90 a 120 °C! Lo 
que aqui se buscan son extremófilos. 

Las companías petrolíferas experimentan con micro¬ 
bios que forman y dividen cadenas largas de biopolí- 
meros. Los biopolímeros como el xantano los pro- 
duce la bactéria Xanthomonas campestris, un pató- 
geno de Jas plantas, a partir dei almidón o la glucosa. 
El xantano se utiliza como espesante, que espesa el 
agua. Guando se bombea inicialmente un biotenso- 
activo jabonoso en un pozo de petróleo agotado para 
disolver el petróleo de La roca, y seguidamente se 
bombea agua de xantano, el petróleo desprendido se 
extraerá mediante alta presión por el orifício de per- 
foradón (como con un punzón en una inyección). 

Actualmente, el xantano aún es demasiado caro 
para poder acelerar la extracdón de petróleo de for¬ 
ma efectiva. Sin embargo, se utiliza en alimentación 
en todo el mundo, por ejemplo para fabricar hela- 
dos, flanes y bebidas bajas en calorias, para darles 
consistência y que no sean "acuosos". Aunque el 
xantano sirve para espesar, no engorda. El ser 
humano (es decir, sus enzimas) no lo degradan y T 
por consiguiente, es bajo en calorias y tiene un 
(jbreve!) efecto saciante para los que cuídan la línea. 

Hace 30 anos el xantano era uno de los primeros 
productos nuevos de la biotecnologia moderna. Le 
siguieronotms productos biológicos. Normalmente 
se degradan biológicamente con facilidad. 



Petróleo sólido 
depositado 

en los poros de ta roca 


Disoludõn dei petróleo 
mediante biodetergentes 


■ 6.12 Bioplástica: icircuitos en Lugar 
de caminos de una dirección! 

En los supermercados japoneses se venden verduras 
envasadas y platos preparados envueltos con una ape¬ 
titosa lâmina similar ai celofán. Esta lâmina se fabrica 
a partir dei nuevo producto biológico llamado puliu- 
lâti (Hg, Ó.3.5). Por una parte, este polisacárido esta 
constituído por componentes de glucosa, los cuales 
están, sin embargo, eniazados de tal forma [mediante 
los átomos de carbono uno y seis en lugar de uno 
y cuatro como en ei almidón) que sus enlaces, al con¬ 
trario de tos dei almidón, no los pueden romper las 
amilasas; por tanto, el ser humano no los puede dige¬ 
rir y son bajos en calorias. Al igual que el xantano, 
el pullulan aumenta la viscosidad de los alimentos. 


Fig. 6.34 Cómo se puede 
meforar la extracdón de 
petróleo mediante microorga¬ 
nismos (Microbiãl Enhanced 
Oít Recovery T MEOR), 



Fig* 6,35 Las lâminas 
d ç pullulan para aclarar 
la garganta se disyelven 
en la lengua. 


La empresa Hayashibara fabrica pullulan mediante 
hongos (Pulíulaiia pullulan^ partiendo de azücares 
simples, y a partir dei espeso jarabe de pullulan vierte 
capas finas que se convierten en lâminas duras cuam 
do se secan. Las lâminas son un excelente material de 
envasado porque mantienen el contenido al vacio, 
pero se pueden disoiver fácilmente en agua callenta 
Por supuesto, también protegen el medio ambiente 
y los microbios lo degradan en estado húmedo. Como 
truco especial se ofertan 'lâminas con sabor”, por 
ejemplo con sabor de frutas o de ajo, que permiten 



Fig. 6.36 Po Li-3-h í d roxi buti - 
rato (PH B). 
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Cuadro 6.5 Opinión de los expertos: 
Desde la conversiôn de la biomasa 
a la bíoproducciõn sostenible. 
Combusti bles y productos químicos 
en bruto, purificados y especíales 

El trato cuidadoso de los recursos constituyo 
uno de los estímulos para el desarrollo de 
la biotecnologia industrial, mucho tiempo 
antes de que esta forma de pensar se elevara 
a la categoria de estrategía aceptada y cotio- 
dda hoy por todo e! mundo, de forma sensa¬ 
ta, como "desarrollo sostenible 11 , 3 



Oestílación de etanol en ta Edad Media, 


Sin embargo, en la escena actual inspirada 
en ÍG verde para el consumo industrial de 
matérias primas y de biomasas de resíduos, 
lamentablemente a menudo se olvida que 
un desarrollo sostenible tiene que tener en 
cuenta, por defínldón, tres dimensiones: 

• Tolerância medioambiental 

• Tolerância social 

• Rentabílídad. 

Con mucha frecuencía, las estratégias 
propuestas son demasiado unidimensionales 
y tienden a extrapolar fácilmente una política 
partiendo de las formas de producciún apícola 
actuales que todavia dependen, en gran medi¬ 
da, de las subvenciones. 



La colza proporciona bíodieseL 


Se requiere implantar soluciones que sean 
verdaderamente sostenibles y que también 
respondan de modo sadsfactorio a Ia cues- 


tión de la rentabííidad. La optnnizaciòn de 
la rentabílídad debe aspirar claramente a 
mejorar tanto los balances de matéria y ener¬ 
gia (cuidado de los recursos] como también 
a rentabilizar los procesos. Para la 
química/bíotecnologfa dei futuro, que parte 
de biomasas y fracciones de biomasas, 
se deberfa proceder, en la medida de lo posí- 
ble, segün el principio de "los mínimos câm¬ 
bios estructurales de la matéria prima". 

En otras palabras: las biomasas generadas 
para obtener productos industriales deberfan 
utilizarse y transformarse de la forma más 
inteligente posible, es decir, manteniendo 
al máximo el elevado grado de organizadón 
y de la proporción entre C/H/O, Un ejem- 
plo positivo: en ia "química de grasas y acei¬ 
tes" estos requisitos se cumplen ampüamen- 
te, ya que ésta trabaja prácücamente mante¬ 
niendo el peso iniciai. Más que produclr pro¬ 
ductos químicos cláslcos basados en el "pen- 
samiento petroquímico" a partir de biomasas 
(aunque esto es posible con grandes pérdídas 
de transformadón), habría que intentar más 
bien cubrir las "funciones" deseadas con 
nuevos productos próximos a la biologia. 


En las pruebas 
ôescreming se 
buscan nuevas 
enzimas. 

En un informe redente de la OCDE, 

The Application óf Biotechnotogy to Indus¬ 
trial Sustainability, 2 se difunde la metodolo¬ 
gia dei Life Cycie Àssessment (LCA) para 
juzgar Ia sostenibiEdad [en relación con 
la energia, las matérias primas, los resíduos, 
los productos y subproductos, los procesos 
y la seguridad) y se documenta mediante 21 
estúdios de casos detallados. 

Las consecuendas finales de este informe 
se formulan en diez preceptos príncipales: 

• La conciencia global medioambiental 
inducirá a esfuerzos mayores en vistas 
a obtener procesos industriales limpios. 

• La biotecnologia es una tecnologia de 
capacitación [embling technology) fuerte 



para establecer productos y procesos 
limpios, y puede constituir la base de 
la sostenibilidad industrial. 

• La valoración de la limpieza de los pro- 
duetos y procesos industriales es esendal, 
pero también muy compleja. Por el 
momento, el LCA es el mejor método dls- 
ponibie para esta valoración. 

• Los estímulos príncipales de los procesos 
de la biotecnologia industrial son la eco¬ 
nomia (fuerzas dei mercado), la política 
gubernamental, la ciência y ia tecnologia. 

• Alcanzar una mayor penetradón de la bio- 
tecnologia precisa aunar los esfuerzos en 
I+D por parte dei gobíeroo y ia industria. 

• Para poder agotar todo el potencial de la 
biotecnologia como base de produeto y 
proceso limpios -más allá de ias aplicacio- 
nes actuales- se necesita I+D adicional. 

• Dado que la biotecnologia, induyendo 
la tecnologia de recombínacíón dei 
DNA y sus apMc aciones, es cada vez 
más importante como herramienta para 
crear productos muy valiosos y para 

el desarrollo de biocatalizadores, existe 
una mayor necesidad de dísponer de 
reguladones y normativas armonizadas 
y especializadas. 

• Las fuerzas dei mercado pueden constituir 
un gran atractivo para alcanzar objetivos 
que pretendan mantener límpío ei medio 
ambiente. 

• La política gubernamental para mejorar 

la limpieza de productos y procesos indus- 
tríales puede constituir el único factor 
altamente decisivo para el desarrollo 
y la aplicación industrial de procesos blo- 
tecnológicos limpios. 



El maíz es la matéria prima regeuerable número 
uno, especialmente eu América. 
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• la comurricatión y la formacíón serán 
necesarias para alcanzar la penetrarión de 
Ia biotecnologia para productos y procesos 
limpios en diversos sectores industriales. 

Biotecnologia y biocatálisis: 
análisis de la situación en I+D 
desde e3 punto de vista industrial 

En el camino hada las estratégias de produc- 
ción sostenlbles, la industria química debe 
seguir desempenando un papel clave y realizar 
un importante cambio estructural en el que se 
obtengan más y más procesos biológicos, e ide¬ 
as basadas en la concepdón *blo* en los esfuer- 
zo$ de I+D. Esto se puede formular brevemen¬ 
te mediante la sígulente situadón de partida: 



Un au to bus que funciona con diesel de soja, 

en una plantaciõn de soja, 

• Hay una enorme diferencia entre la 
percepción y la valoración de la innova- 
ción en el sector de la biocatálisis 

de la escuela superior y la industria: 
jinvención (descubrimiento) no debe 
confundirse con innovación! 

• El "abismo" entre la ínvestigadón puramen- 
te académica y las necesidades industrial.es. 
reales se seguirá agrandando en cuanto a 
tendências: el aumento de los conocimien- 
tos no se traduce automaticamente en nue- 
vas aplicadones y soluciones de problemas. 

• Por parte de la escuela superior existe una 
grau presión para publicar, unilateral, y se 
da poca importância a la puesta en prácti- 
ca de los resultados en forma de aplicacío¬ 
nes innovadoras (por ejemplo en colabora- 
ción con ia industria o mediante spin- 
offs). Hay que reforzar los atractívos para 
la puesta en práctíca. 

• Muy pocos esfuerzos de screening por 
ambos lados: se necesita urgentemente 
aumentar la caja de herramientas 
biocatalftica. 

Para mejorar las futuras oportunidades 

industriales de la biocatálisis, y con eilo 


de la biotecnologia blanca, se pueden definir 

los siguientes objetivos estratégicos: 

• La industria necesita urgentemente nuevos 
tipos de biocatalizadores que cataücen nue- 
vos tipos de reacciones (desconoddas hasta 
ahora o biológicamente no accesíbles). 

Las posíbílidades que se obtienen a partir 
de la enorme biodíversidad de los organis¬ 
mos vivos, todavia no investigada sistemáti- 
camente, deben utilizarse de forma óptima. 
Se deben desarrollar métodos de screening 
rápidos y selectivos. Estos trabajos sólo pue¬ 
den resolverias conjuntamente la industria 
y las escueias superiores. 

• La mejora de los biocatalizadores ya cono- 
cidos mediante métodos genéticos, quími¬ 
cos o físicos es, en algtmos casos (aunque 
ni mucho menos en todos), necesaria 

y deseable. Aquí, en el sentido de la utlli- 
zación óptima de los recursos, debería 
tenerse más cuidado a la hora de elegir 
los sistemas "correctos", espedalmente 
en lo que respecta a las escueias superio¬ 
res. Para ello se necesita un diálogo más 
intenso con la industria. 

• Hay que comercializar lo más rápidamen¬ 
te posible biocatalizadores 3 nuevos y bien 
caracterizados, con gran potencial de apli- 
cación, e integrados en la Investígación 

y desauollo académicos e industriales 
(í+D}. Ejemplo negativo: las nitrllasas se 
conocen desde hace más de 20 anos, pero 
fiace muy poco tiempo que unas cuantas 
companfas de enzimas las han empezado 
a comercializar. 


Bibliografia: 

1 World Commission oíi Envtronmem and Deve- 
lopmem. Our Common Future [The Brundtiand 
Report), Oxford University Press, 1087. 

2 The Application of Biotechnology to Industrial 
Sustaioabitity, OECD 2001. 

3 Oreste Ghlsalba (2000) Biocaíalysed Reactions. 
En: Gualtien F (ed) New Trends In Synthetic 
Medicinal Chemistry. Wíley-VCH, Weinheim. 



El Profesor Dr Oreste 
Ghlsalba, de Novartis 
Pbarma AG. Basilea, Suiza. 



Fig* 6,37 Las matérias 
primas regenerables se 
emplean en una industria 
soslenlble. Aquí se represen¬ 
ta Ia molécula ramificada dei 
almidon. Mediante las amlla- 
sas (Gap. 3) puede desto m- 
ponerse en azúcares sen ri- 
lios que posteriormente fer- 
mentan de forma aleohâliea. 
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Fíg. 6,38 La matéria prima 
Biopoi P® es bíodegradable. 



Fíg, 6.39 Productos biode- 
gradables en Japõn: vajilla 
que se autodescompone, 
mochila de polilactato (PLA), 
pajítas para beber y boba 
para resíduos biológicos. 



Fig. 6.40 Un "CD vegetal 1 * 
bíodegradable (arriba) 
y ei ciclo de los bioplásticos 
representado en un póster 
japonês (abajo). 


conservar el aroma de los alimentos envasados duran¬ 
te más tiempo, Biológicamente hablando, también 
son fácilmente degradables los productos derivados 
dei polihidroxibutitato (PPIB). El PHB tlene propie- 
dades como e! polipropileno, el cual conocemos por 
los artículos de plástico de uso cotidiano. Al contrario 
que este derivado dei petróleo, el PHB se produce 
a partir de azúcar por las bactérias Alcaligenes eutro- 
phus (Fig. 6.33). El PHB sirve a las bactérias de sus¬ 
tância acumuladora de energia. Las bactérias están 
compuestas en gran parte de plástico. 

La nueva sustância bioplãstica la desarrollaron ori¬ 
ginalmente los biotecnólogos de la companfa britâ¬ 
nica ICI, y la comercializa con el nombre de Bio- 
pol® la filial de ICI Marlborough Biopolymers Ltd. 
de Cleveland (Gran Bretana) (Fíg. 6.38). El PHB 
obtenido a partir de Alcaligenes resultó ser un ter¬ 
moplástico muy cristalino, con un punto de fusiôn 
de 180 °C. En la fase de pruebas se fabricaron mol¬ 
des, lâminas y fibras de PHB. Demostro tener bue- 
nas cualidades como material de envasado, pero no 
era superior al polipropileno -útil, pero no especial- 
mente atractivo para los técnicos. 

El cambio profundo se produjo cuando se logró 
producir con bactérias, además dei componente 
3-hidroxibutÍraío, el 3-Mdroxipentanato. Cuando 
a partir de ambos componentes se polimeriza el 
Biopoi aparece un polímero que es bastante más 
elástico y más duro, y tiene un punto de fusión de 
135 fi G. Además, el Biopoi es piezoeíéctrico, es 
decir, que cuando sus cristales se deforman se produ¬ 
ce una carga eléctrica mediante tensión de corte en 
la superfície. Por tanto, el bioplástico también podría 
utilizarse para sondas de medición de presión. 

La biodegradabilidad convierte al BiopoP en un 
material muy interesante para la medicina: en el futu¬ 
ro ya no se necesiíará dar puntos de sutura después 
de las operacíones. En las cápsulas de BiopoP se pue- 
den introducir medicamentos para que se liberen en 
el cuerpo durante largo tiempo. Asimismo, las sustam 
cias nutritivas y los reguladores dei crecimiento pue¬ 
den dotarse de una envoltura de Biopoi ®, introducir- 
los en el suelo para la jardinería y la agricultura, y libe- 
rarlos lentamente al ambiente con la disgregación 
microbiana. Esto no es nada extrano: en su momen¬ 
to se aisló Alcaligenes (Ralstonia) eutrophus a partir 
de pruebas en el sueío de la Llanura de Alemania dei 
Norte. En el suelo, los hongos, las bactérias y las enzi¬ 
mas extracelulares descomponen ei BiopoPen poças 
semanas 0 algunos meses. Sin embargo, el BiopoP 
aún es demasiado caro para utilizarlo a gran escala. 
Son Interesantes los experimentos para producir 
BiopoP en plantas transgénícas [Gap. 7]. 


Hay más productos biotecnológicos a la vista: los 
hilos de seda de araoa [Nephila) pueden ser tan 
resistentes que en ei Mar dei Sur se utilizan para 
pescar. Se pueden dilatar una tercera parte antes de 
desgarrarse. En la actualidad se está intentando 
fabricar esta proteína, la espidroína, mediante 
manipulación genética en K coli 0 incluso en las 
cabras (como BioSteeP, de la empresa estadouni- 
dense Nexia) de forma recombínada, 

Aquél que en Japón reciba una factura telefónica de 
la companfa NTT D 0 C 0 M 0 estará beneficiando al 
medio ambiente: la ventanilla dei sobre no empezó 
su vida en un pozo de petróleo sino en un campo de 
maíz. Está hecha de polilactato (ácido poliláctico, 
APL). En el polilactato, el lactato [la sai dei ácido lác¬ 
tico, Cap, 2) está unido formando una cadena. 
Se obtiene por fermentaeión microbiana a partir dei 
almidón de maíz (Figs. 6,39 y 6.40). 

Desde 2002, en Nebraska [Estados Unidos) existe 
una mstalacióo de McCargill-Dow que puede pro¬ 
ducir anualmente 140000 toneladas de APL, co¬ 
mercializado con el nombre de NâtureWork^. Una 
empresa japonesa fabrica lâminas transparentes a 
partir de éste. Para fabricar una hoja D IN A4 se 
necesitan unos diez granos de maíz. 

Toyota ha comunicado recientemente que fabrica 
ias envolturas de las ruedas de recambio y las este- 
rillas con APL; Sanyo entra en el mercado con un 
“CD vegetal” de APL (Fig. 6.40). 

Algunos tirarfan su ordenador a ia basura en un ata¬ 
que de cólera, pero no se "eliminaria" en mucho 
tiempo -la eliminación de aparatos y materiales 
cada vez causa más quebraderos de cabeza. [La 
empresa informática Fujitsu tiene previsto ofreeer 
un Veggie-NotebookComputercuyz carcasapueda 
convertirse en compost! 

Uno de los inconvenientes aún sigue síendo la sen- 
sibiiidad dei material al calor y también su precio, 
A 60 °C, el APL se reblandece. Se están desarrollan- 
do bolsas de té y contenedores de alimentos biode- 
gradables. Sin embargo, a 500 yens (unos 5 euros), 
un kilo de plástico biológico sigue síendo tres veces 
más caro que el plástico producido a partir dei petró¬ 
leo. Esto deberfa cambiar cuando exista una deman¬ 
da masiva de productos de APL. 

Cuando, en un futuro, los restos de plástico de nues- 
tro entorno realmente se "disueivan satisfactoriamen- 
te 1 ’, esto será un logro de los nuevos bíoproductos. En 
ese momento se habría eliminado el camino de una 
dirección (matéria prima-producto-residuo) a favor 
de los drcuitos naturales. La técnica genética "ver¬ 
de 1 ’ también está trabajando en este sentido. 
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Bibliografia utilizada y aplicada 

* Dicdonarlo amplio de medio ambiente: 

Rõmpp-Umweltlexikon en CD-ROM (1995) Thieme, Stuttgart. 

* Todavia la mejor introducdón a la biotecnologia medioambiental: 
Umwelt-Biotechnologíe: 

DeltwegH {1994) Biotechnologie verstãndlich. Springer, Berlin, Heidetberg, 
New York. 

* ün buen libro básico, también para la tecnologia dei medio ambiente: 
Leuchtenberger A (1998) Grundwlssen zur mikrobiellen Biotechnologie, 

BG Teubner, Stuttgart, Leipzig. 

* Fãdlmente legible sobre “biorremediaclón”: 

Thíeman W], Palladino MA (2004) Introductlon to Biotechnology. 
Pearson/Benjamin Cummings, San Francisco. 

* Un capítulo hermoso sobre microbiologia dei medio ambiente en el libro 
de microbiologia probablemente mejor Ilustrado: 

McKane L, Kandel] (1996) Microbiology. Essentiaís and appiications* 2nd 
edition, McGraw-Hill lnc„ New York. 

* Historia de los campos de aguas residuales de Berlín: 

Meinicke l t Bernitz H-M (1996) DerGemüsegarten Berllns-Bilder einer 
Ausstellung. Ausstellungskatalog, Rangsdorf. 

* Una buena introducdón a la hidrobiología: 

Kalbe L (1985) Leben ím Wassertropfen, Urania-Verlag, Leipzig. 

* Un compendio académico: 

Aíexander M (1999) Blodegradation and Bioremediation. Academlc Press, 
New York. 

* Dos thrillers medioambientales recomendados: 

Kegel B (2001) Sexy Sons. Fischer, Frankfurt a.M. 

Schâtzing F (2004) Der Schwarm. Kiepenheuer und Witsch, Kõln. 

* Artículo dásico sobre bíoprospecdón de minas: 

Brierly CL (1984) Bakterien ais Helfer im Bergbau. In: tndustrielle Mikroblo- 
logie (Gruss P, Hrsg.) Spektrum der Wissenschaft Reader. 

Enlaces de web 

* Enlaces sobre biotecnologia dei medio ambiente: 
www.i-s-b.org/wissen/um welt . htm 

* Punto de transferencia de tecnologia medioambiental: 
wwwjuhr-uni-bochum.de/ts-ubtf 

* Todo sobre la catástrofe deí petrolero Exxon Valdez: 
www. e vostc. sta te. ak. us/ 

* Zoo fotográfico de microbios para el medio ambiente: 
wwwxommtechlab.msu.edu/sites/dic-me/zoo/zamQm.htrni 

* “Las formas artifidales de la natura!eza”de Ernst Haeckel-un placer 
científico y artístico en la página web dei Dr. Stüberdeí MPI para 

la investigadõn de cultivos, Colonia: 

h ttp ://eati bon.mp iz-koe In. mpg. def~ s tue ber/h aeckel/kuns tfo rm en/ 
natur.htm t 

* Una galeria fotográfica de productos biodegradables: 
wwwJbQW.org/eng/seiten/mQrkets_proclucts.htmt 


Ocho preguntas 

de autoevaluación 

1 . ^Porquêdebe bombearse 
adtdonalmente oxigeno en las 
instaladores de depuración 
biológica? 

2. ZQuê significa un DBO5 de 900 
mg/Len una muestra de aguas 
residuales? zEl oxigeno de cuãntos 
litros de agua limpia a 20 °C se 
necesitaría para depurar un solo 
litro de estas aguas residuales? 

3 . £Dónde es verdaderamente 
adecuado utilizar el blogás? 

4 . ZParaquéobtuvo Ananda 
Chakrabarty una patente estado- 
unidense? zQué había obtenido 
experimentalmente y por quê la 
patente significo una innovación? 

5 . iPor que motivo la madera es 
un material de construcción tan 
apreciado? dContra qué hay que 
protegeria? 

6. ZQué ventajas tienen los coches 
de etanol en Brasília y qué desven- 
tajas? 

7. £Qué ser vivo produce la mayor 
parte dei carburante doméstico 
metano en laTierra? 

8. zQué producto biodegradable pro¬ 
cedente de las matérias primas 
regenerables tiene en la actualí- 
dad más posibilidades en tos pro¬ 
ductos textiles y el plástico dese- 
chabie? 
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Fig, 7.1 Aztecas pescando 
Spirulina, 



Fig. 7.2 Alga marrôn Kelp 
{Macrócystis). 



Fíg. 7.3 Granja de Spirulina 
en La índia. 



Fíg.7.4 PastilLas de Spirulina. 


■ 7.1 Los microbios son comestibles 

Para producir un kilo de proteínas animales se necesi- 
tan de cinco a diez kilos de proteína vegetal, En ei pro- 
eeso se pierden cantidades masivas de protefnas, ade- 
más de ias enormes pérdidasdebldas a parásitos, reco- 
lección, transporte yalmacenamiento. Los microorga¬ 
nismos pueden ayudar de modo eficaz: no sólo produ- 
cen medicamentos, vino y queso, sino que jlos pro- 
pios microbios son comestibiesí -contienen proteí¬ 
nas, grasas, azúcares y vitaminas valiosas. 

Ya en 1521, ei espanol Bernal Díaz dei Castillo rela- 
tó, después de la conquista de México, que los azte¬ 
cas comían unos pastelitos curiosos que parecían 
de queso. Estos pasteles estaban hechos de unas 
pequenas algas microscópicas que crecen en los 
mares mejicanos, a las cuales los aztecas llamaban 
Techuilãtl Se trataba de la espimlina (Spimlim). 
La espimlina no es un alga “verdadera", sino más 
bien una cianobacferia, una "bactéria azuPL 

Parece que en el reino tíe Moctezuma, los sirvien- 
tes que debían proporcionar pescado fresco al sobe¬ 
rano cada dia, lo cual a la larga sólo era posíble reco¬ 
mendo distancias enormes, tomaban espimlina 
como alimento principal. Âún en la época de Cor- 
tés, ésta se comerciaba en los mercados locales y se 
comia junto con pan y comidas a base de cereales. 
Los pescadores hicieron desaparecer la espimlina 
de los lagos de agua salada con sus redes de malla 
fina (Fig. 7.1), que en aquel entonces aún no se 
colocaban a secar. En la actualidad todavia existe 
espimlina en el lago de Texcoco de México. Los 
otros lagos, junto con los jardines flotantes de los 
aztecas, son hoy en dia desiertos yermos, 

A miles de kilómetros de distancia, en el lago Chad 
en África (Nigéria) se consume también espimlina 
desde tiempo ínmemoriaL En los mercados locales 
dei lago Chad se pueden comprar pasteles de algas 
finos, duros y verde azulados. EI pueblo Kanembu 
llama dihê a este producta El dihées un componen¬ 
te esendal dei 70% de todos los platos. Se procesa 
como mezcla para salsas de tomate, chile y diversas 
especias, las cuales se comen conjuntamente con ei 
alimento básico, que es el mijo. Los pasteles de espi- 
rulina se obtienen secándolos al soL Previamente se 
recogen las algas flotantes de las zonas protegidas de 
los lagos. Luego se ponen a secar y se extienden en 
la arena caliente, donde se secan rápidamente. 

En los países occidentales y en Japón se come espi- 
rulina procedente de granjas de algas en dietas po¬ 
bres en colesterol y depurativas (Fig. 7.4), Unos 100 
gramos de espimlina contienen unos 70 gramos de 
protefnas, 20 gramos de azúcar, dos gramos de fibra 


y sólo dos gramos de grasa, además de vitaminas 
esenciales (A, B L , B 2 , B ü , B !2 , E) y minerales. 

■ 7.2 Algas y cianobacterias 

Las algas, a excepción de la espimlina procariota, 
son eucariotas fotosintéticas (Cuadro 7.1). Las ma- 
croalgas son económicamente más significativas 
que las microalgas: en la actualidad se utilízan 
macroalgas verdes (clorofila), rojas (rodofita) y ma- 
rrones (fucofita 0 feofita). 

Las algas marrones, como la kelp californiana 
[. Macrocystis ) [Fig. 7.2) tan estimada por los subma- 
rinistas, que crece salvaje como en la selva, se culti- 
van desde 1900. A partir de ésta, en San Diego se 
produce desde 1921 el alginato tipo gelatinoso. Allí 
existen bosques de algas Inmensos. ActuaLmente, el 
al^nato se utiliza como espesante y esíabilizante 
en los alimentos y en la fabricadón de helados, en 
la industria têxtil y como encapsulador de medica¬ 
mentos (y para enzimas y levaduras, Gap. 2). 

Otros productos a base de algas son el agar que for¬ 
ma gel (previameníe denominado agar-agar, Impor¬ 
tante para el cultivo de microbios y la electroforesis 
en gel, ver Cap. 1 0), y el earragenato. 

El aminoácido potenciador dei sabor L-glutamato 
se descubríó por primera vez en unas algas dei Ja¬ 
pón (Cap. 4). Otras algas marrones como la Unda - 
ria (jap. wakame) y la Laminaria (jap. konbu) cre¬ 
cen en la costa de Japón y de China y se utiüzan para 
ensaiadas, sopas, fideos 0 para acompanar a la car¬ 
ne (Figs. 7.5 y 7.6], El valor anual de mercado de 
ambas algas asdende aproximadamente a 600 mi- 
llones de dólares USA. Anualmente se cultivan 
20 000 toneladas de wakame. 

El alga roja Porphyra (jap. non) se cultiva en el 
Japón desde la Edad Media. En la actualidad se pes¬ 
ca en enormes cantidades con haces de bambú 0 
con redes horizontales en granjas marinas, para pos¬ 
teriormente dejarla secar al soL 

Las cepas de microalgas más importantes pertene- 
cen a dos tipos diferentes: las bactérias azules proca- 
riotas ya mencionadas y las algas verdes eucariotas. 

Dentro de las bactérias azules procaríotas (ciano¬ 
bacterias) denominadas más arriba algas azules, se 
encuentran los tipos de alga de Ia familia Spirulina 
más importantes economicamente. El helecho 
acuático Azolla que cultivan en Asia los arroceros 
contíene la bactéria azul simbiótica Anabaena azo- 
llae (Fig. 7.9], también denominada hilo de cuerda, la 
cual suministra nitrógeno al helecho, 

La membrana celular de la Spirulina consta, al igual 
que Ia de las bactérias, de mucoproteidos y, por consi- 
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Cuadro 7.1 La fotosíntesis 

Casi toda la entalpfa libre que consumen 
los sistemas biológicos procede de la energia 
solar. Se trata de enormes cantidades; aproxi¬ 
madamente 4 x 10 ]7 kj o 10 10 toneladas 
por ano de carbono convertido en azúcai 
La energia solar se convlerte en energia 
química mediante ia fotosíntesis. El agua 
y ei dióxido de carbono se unen en un 
proceso de elevada complejídad para formar 
hidratos de carbono (primero glucosa, luego 
satarosa y almidón) y oxigeno molecular, 

En los cloroplastos de las plantas verdes, 
las moléculas de pigmento (clorofila) de 
la membrana tilacoide generan electrones 
de elevada energia a partir de la energia 
luminosa captada. Se utilizan en la reac- 
ción luminosa para producir NADPH+H+ 
y ATP (Cap. 1), 

La fotosíntesis de las plantas verdes se lleva 
a cabo mediante dos fotosistemas unidos 
entre sL De forma muy simplificada, ei pro¬ 
ceso seria el siguiente: 

En el fotosistema II, al excitar el Pó80 me¬ 
diante luz (un par de moléculas de clorofila) 
produce una transferencia de electrones a 
través de diversas moléculas pigmentadas 
a la plastoquinona A y luego a la píastoquíno- 
na B. Estos electrones ricos en energia se 
vuelven a sustituir extrayendo electrones 
de menor energia procedentes de molécu¬ 
las de agua; el centro que genera oxigeno 
quita un eiectrón al agua, lo transfiere a un 
grupo de tirosina y és te lo devuelve a la clo¬ 
rofila, la cual puede absorber otro fotón, 

Para cada cuatro electrones transferidos se 
genera respectivamente una molécula de 
oxigeno. Desde la plastoquinona, los electro¬ 
nes pasan por un complejo citocromo bf 
a la plastocianina y de alXf al fotosistema L 

El fotosistema I, que se representa aquf, 
es un complejo trfmero que "nada” en la 
membrana. Cada una de las tres subunida- 
des tiene cien cofactores [clorofila verde, 
c aro te n oi de naranja). Los colores tienen 
un significado: la clorofila absorbe la luz 
azul y la roja -por eso vemos las plantas 
de un verde maravüloso, 

El fotosistema I posee cadenas de transferen¬ 
cia de electrones como centro de las tres 
subunidades. Cada una está rodeada de un 
anillo denso de moléculas de clorofila y caro- 
tenoide, que fundonan como "antenas". 


Estas antenas absorben luz y transfleren 
energia a sus vecinos. Seguidamente, todo se 
canaliza en los tres centros de reacción que 
generan electrones (una fuerza reductora). 

En resumen, la reacción luminosa produce 
en las membranas tilacoides de los cloroplas¬ 
tos en primer lugar una fuerza reductora 
(para producir NADPH+H + ), en segundo 
lugar forma un gradiente de protones (H + ) 
(un gradiente entre ambos lados de las mem¬ 
branas tilacoides; de este modo se produce 
ATP) y en tercer lugar produce oxigeno. 

Otra etapa es la fíjación de C0 2 : la enzima 
ribulosa-i ,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa 
(abreviada RUBISCO) es una liasa (Cap. 2) 


y consütuye el puente entre la vida y 
la ausência de vida. 

Une el C0 3 inorgânico con la ribulosa- 
1,5-bisfosfato, una cadena corta de azücar 
con cinco átomos de carbono, La RUBISCO 
forma, a partir de ahí, dos 3-fosfogÍicerato 
(cada uno con tres átomos de carbono). 

La mayorfa de las moléculas de fosfogiiceia- 
to se reciclan para volver a formar más ribu- 
losa-bisfosfato, pero una de cada seis molé¬ 
culas se utilizará para formar sacarosa 
o almidón (como sustanda de reserva). 

El 1 6 % de las proteínas de íos cloroplastos son 
RUBISCO, y en vista de la cantidad enorme de 
plantas ;es obvio que la RUBISCO es la protef- 
na que más abunda en la Tierra! 
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Fig. 7,5 Las macro algas 
secas se ütilízan en China 
y lapón como base económi¬ 
ca para bacer sopas. 



Fig. 7.6 En fapon. las macro¬ 
aigas forman parte integran¬ 
te de La altmentadón desde 
tiempo in memorial. 



Fíg. 7.7 Ei alga Dunaíidio 
se cultiva en granjas (arriba: 
en Australia Occidental). 
Abajo: los carotenoides 
se concentran en la célula 
óe la derecha. 



Fig. 7*8 Fusaríutn gramina- 
reum, el productor 
dei quorn. 


guiente, se descompone fácílmente con las enzimas 
digestivas dei ser humano, lo cual implica una venta* 
ja cuando se utiliza con fines dietéticos. La Spirulfm 
es un organismo filiforme y en forma de espiral que 
puede constar de 150 hasta 300 células individuales 
y que puede alcanzar una longitud de hasta medio 
müímetro. Dentro de las bactérias azules se encuen- 
tra también el alga anguila 0 babosa Nostoc (Fig. 7,9). 

Dentro de Ias algas verdes eucariotas (clorofíceas) 
se encuentran los tipos de ia familia Chlorellã, las 
colonias de cuatro células Scenedesmus, las flage¬ 
ladas DurtãlieUã y Chlamydomonas (Fig. 7.9) y la 
colonia de algas Volvox que consta de hasta 20 000 
células. Volvox está altamente organizada, con célu¬ 
las diferenciadas. Son algas importantes en las aguas 
resíduales y en el plâncton de lagos y mares. 

Las células de Chlorellay Scenedesmus están re- 
cubiertas de una pared de celulosa gruesa con depó¬ 
sitos de esporopolenina (la sustancia de las paredes 
de los granos de polen de las plantas superiores). Las 
paredes celulares impregnadas de esta sustancia no 
son especialmente fáciles de atacar quimicamente. 
Para ello se deben romper las células de aproxima 
damente diez micras de espesor antes de poderias 
reutilizar para fines alímenticios. 

Actualmente se cultivan algas como Chlorellã con un 
coste de aproximadamente diez euros por kilo y T sobre 
todo se venden como alimento dietético a un precio 
diez veces más elevado. La propordón de proteína en 
bruto de estas algas asciende aproximadamente a un 
50% de su masa total (en comparación con un 35% en 
las habas de soja), y presentan una propordón eleva¬ 
da de ácidos grasos insaturados y de vitaminas. 

Por el contrario, la familia Dunaliella t flagelados 
móviles unicelulares, no posee una pared celular fir¬ 
me. Su característica más notable es su extraordiná¬ 
ria tolerância a Ia sal. Estas algas hatófilas se encuen¬ 
tran en grandes cantídades en las lagunas de dese- 
cación de las salinas de agua marina. Debido a su 
enorme contenido en p-caroteno, colorean el suero 
salino de rojo intenso (Fig. 7.7). Para equilibrar el 
valor osmótico externo concentran glicerina en 
cantidad considerable, la cual se obtiene de forma 
industriai al igual que el caroteno. 

Las algas doblan su masa en sõlo seis horas. Las gra- 
míneas necesitan para ello dos semanas, los pollue- 
los cuatro semanas, los cochiníllos seis semanas 
y los terneros dos meses. 

Por lo tanto, en mucbos países se trabaja en granjas 
de algas. Para ello se necesitan grandes superfícies 
lianas donde las algas recíban suficiente luz solar 
(Figs. 7.3 y 7.7), Con su ayuda, forman azúcar a par¬ 
tir de dióxido de carbono, agua y sales nutritivas, y a 


partir de los azúcares producen proteínas. La luz y el 
agua son gratuitas, y sólo se necesitan unas pocas sales 
nutritivas baratas para que las algas crezcan abundan¬ 
temente. Por cada hectárea de superfície, Spímlína 
produce aproximadamente diez veces más biomasa 
que el trigo y tiene un contenido mucho más elevado 
en proteínas que éste. En la recolección, las algas se 
fíltran, se secan al aire y luego, después de haberlas 
dotado de sustancias saporizantes, se venden. 

Entonces, ^por qué no existen todavia granjas enor¬ 
mes de algas en las zonas donde hay hambruna? Ahí 
no se dispone ni de la técnica más sencilla para eso; 
además, en muchas zonas, el agua es escasa y cara. El 
factor decisivo es que, en condiciones de producción 
favorables, la proteína de las algas cuesta diez dólares 
americanos por kilo y la proteína de soja sólo 20 cen¬ 
tavos por kilo. Sin embargo, los expertos están conven¬ 
cidos de que las algas tienen un gran futuro. 

Àún más rapidamente que Ias algas crecen las bacté¬ 
rias, las levaduras y los hongos. Las bactérias doblan 
su masa en un espado de tiempo de entre 20 minu¬ 
tos y dos horas, y pueden contener hasta un 70% 
de proteínas. Como término medio, las levaduras pue¬ 
den formar proteínas por unidad de masa 100 000 
veces más rápido que una vaca. Una vaca sólo nos pro¬ 
porciona en forma de carne una undécima parte de ias 
sustancias nutrientes absorbidas a partir de Ia alimen- 
tación de las plantas. Es decir, se pierden diez oncea- 
vos para la alimentaciôn humana en los bóvidos, En 
el caso de las bactérias, las levaduras y los hongos, esto 
es diferente: casi toda la propordón de nutrientes se 
convierte en proteínas, azúcares y grasas utilizables 
por el ser humano y los animales. Se estuvo a punto 
de poder aprovecharlas. 

■ 7,3 La proteína single cett: 
ta esperanza de las fuentes 
baratas de proteínas 

La historia moderna de la producción de proteínas 
mediante mícrobios comenzó en la Alemania Impe¬ 
rial, durante la Primera Guerra Mundial, con el culti¬ 
vo de levaduras. Debido a la escasez de alimentos se 
cultivaba levadura de pan en grandes cantidades y con 
eílase “alargaban” principalmente embutidos y sopas. 
Las levaduras tienen la gran ventaja de alimentarse de 
soluciones baratas que contienen azúcar y que no tie¬ 
nen otra aplieadón, y de eonvertir el azúcar en prote¬ 
ínas valiosas. En los 900 dias dei sitio de Leningrado, 
las levaduras salvaron a miles de personas de morir de 
hambre en la Segunda Guerra Mundial. Poco después 
de la guerra, en Alemania, ‘fios copos de levadura” 
aplacaron el hambre de muchas personas. 

Hasta los anos 1960 no se volvieron a construir ins- 
talaciones para producir proteínas mediante mícro- 
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Chiorello 


Nostoc 


e 

^ €>| 


Chlamydomonas 


Volvox 


% 


Anahaena 


Scenedesmus 


Dunaitella 


Spirogyra 


Spirulino 


bios (Cuadro 7.2). Las necesidades de proteínas 
de la humanidad aumentarem Se contaba que en el 
futuro habrfa necesidades por hambre y, mientras 
tanto, se descubrió que los microorganismos no sólo 
pueden aiimentarse de soluciones nutritivas que 
contienen azúcar, sino también de hidrocarburos 
dei petróleo, ios alcanos (parafinas), y de metanol. 
Los alcanos tipo ceras no los pueden aprovechar los 
humanos ni los anímales, solo los microbios pueden 
convertidos en proteínas valiosas. 

Los países de la Europa dei Este se concentraron 
en !a esperanza de obtener permanentemente 
petróleo barato de la levadura de alcano (Candi- 
da}\ en Occidente, sobre todo la empresa britâni¬ 
ca ICI, en Ias levaduras y bactérias que aprovechan 
el metanol (ver Cuadro 7.2 y Fig. 7.10]. Los dos 
enormes proyectos esperanzadores acabaron por 
fracasan 

Las levaduras de alcano para piensos sóio se autoriza- 
ron de forma limitada, ya que se temia que contuvie- 
sen agentes cancerígenos. Ambos proyectos, tanto en 


Europa Oriental como Occidental, fallaron finalmen¬ 
te por motivos económicos debido a las dos crisis dei 
petróleo. En Occidente, el pienso a base de metanol 
también falló a causa de Ias subvenciones de la UE, 
puesto que estas subvenciones convertían la leche 
desnatada en polvo en un aditivo para piensos Increí- 
blemente costoso. 

Sin embargo, los biotecnólogos adquirieron una 
Inestimable experiencla en Ia construcción y el fun- 
cionamiento de enormes biorreactores. 

■ 7.4 La micoproteína tiene êxito 
como proteína vegetal 
para el consumidor 

Por el contrario, un producto con mucho êxito 
es la micoproteína (dei griego mykes, hongo) 
de Rank Hovis McDougall (RHM), y actualmente de 
Marlowe Foods, una filial de ICI. RHM, el cuarto 
productor de alimentos de Europa Occidental, 
encontró su microbio en los anos 1960 e invirtió 
más de 30 millones de libras esterlinas en el hon- 


Fig, 7,9 Algas 
y dano bactérias. 



Fig. 7.10 La batíeriaAteffty- 
lophllus methylotrophus 
produce una proteína muy 
valiosa a partir dei metanol. 
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Cuadro 7,2 Historia 

de la biotecnologia: La proteína 

unicelular 

Hn la Unión Soviética, en la década de 1960, 
bafo ei mandato de Nikita Kruschev, enva 
fentonados por un lado por los êxitos espa- 
dates y por otro atormentados por ias malas 
cosechas constantes, se ínició un programa 
ambicioso para encontrar íos me jores devo¬ 
radores de alcanos. La idea era obtener pro¬ 
teínas valiosas a partir de petróleo barato, 

Se buscaion también otras posibilidades en pa¬ 
ralelo para degradar la celulosa de los bosques 
siberianos en azúcar y luego "usar lo en leva- 
dura 71 para obtener proteínas. En 1963 etnpe- 
zaron a funcionar las primeras instaladones de 
pmeba. En muestras de petróleo previamente 
purificadas crecieron cepas de levadura de la 
especie Cândida, las cu ales devoraron alcanos 
“con enorme apetito FF > Al íniciarse la produc- 
ción de levadura a partir de los alcanos dei pe¬ 
tróleo hubo dudas por parte de médicos y ve¬ 
terinários que opinaban que, debido a la difícil 
digestibilídad de los alcanos para los seres hu¬ 
manos y los animales, la proteína de la levadu¬ 
ra de alcano podrfa ser problemática para seres 
vivos más complejos 0 incluso provocar câncer. 
Si bien los experimentos rusos, de muchos 
anos de duradón, demostrarem que la proteína 
de levadura probabtemente se puede absorber 
en la cadena alimentaria de los humanos sin 
ningún peligro, en Ocddente esto produfo un 
gran escepücismo (probablemente con razón], 
La pri mera gran fábrica de levadura de alcanos 
empezó a funcionar en la Unión Soviética en 
1973, con una produedón de 70 000 tonela¬ 
das de levadura anuales. La instalación dei 
complefo petroquímico de Schwedt, en la anti- 
gua RDA, punto final dei oleoducto soviético 
Dmshbã (amistad), empezó a funcionar ininte- 
rrumpídamente a principíos de 1986, Median¬ 
te reactores de chorro sumergido suministraba 
anualmente 40 000 toneladas dei preparado 
alimentício a base de levadura Fermosirfi Los 
biorreactores eran sin duda una obra maestra 
de los íngenieros y biotecnólogps germano- 
orientales. Después de la reunificación de Ale- 
mania, el proceso dei Fermosirf se detuvo. 



Biarreactor para levadura de alcanos (42 m de 
altura) en Schwedt, en la época de ta RDA. 


Pero también en Ocddente fallaron los pro- 
yectos de la proteína [single cell\\ Brítish 
Petroleum (BP) partidpó en 1971 en Cerde- 
na en Ia fabrícarión de Toprtnd®, un produc- 
to a base de levadura que crecfa sobre restos 
de crudo, de la empresa italiana ANIC Del 
Jracaso dei proyecto se cuipó a los síguientes 
factores: la crisis dei petróleo, el lobhyúe la 
soja que redujo los precíos de ésta, la díscu- 
sión sobre la inocuidad de ToprindP [elevado 
contenido en ácidos nucleicos, que provoca 
gota) y las dudas sobre el medio ambiente. 



La facto ría gigantesca de IG junto a Billinghams 
biorreactores natu rales en pri me r plano. 


Al mismo tiempo, en Europa Occidental se 
investi gó con el consumo de metanol. 

En un campo de rugby dei condado britânico 
de Durham, los bíotecnólogos de la empresa 
britânica Imperial Chemical Industries (JCI) 
mvieron êxito: descubrieron la bactéria 
Methylophüus methyiotrophus (Fig. 7.10). 
Se estuvieron investigando y probando unos 
10 000 microorganismos durante 13 anos, 
en busca de uno que crecíese rápidamente 
sobre matérias primas petroquímicas y sumi- 
nistrase proteína concentrada para los aníma- 
les domésticos: ei resultado fue PruteerP. 

En primer lugar, IC1 se concentró en el meta¬ 
no como fuente de carbono, ya que ta compa- 
nía tenía acceso al gas abundante dei Mar 
dei Norte. Éste parecia ser un modo elegante 
de convertir la molécula orgânica más sendlla 
en una proteína compleja. Sin embargo, no 
sólo el peligro de explosíón dei metano, sino 
también su baja solubilidad y ei problema de 
distribuiría uniformemente en el medio, cons- 
titufan argumentos contra el metano. Por el 
contrario, el metanol, es decir, el metano oxi¬ 
dado [0 que contiene oxigeno), puede aplacar 
más fácilmente las necesidades de oxigeno 
de los microbios, es ilimitadamente soluble 
en agua y no provoca una íiberación de calor 
tan elevada en el biorreactor 

Por consiguiente, los investigadores de IGI 
también se decidieron por la cepa Methylophi 
/tfsfen latín, afín al metanol) porque era esta- 
ble y carecia de efectos secundários tóxicos. 

No obstante, la decisión de realizar un cultivo 
puro de las bactérias en un proceso continuo 


tuvo una consecuenda: \el proceso debía reaM- 
zarse en unas condiciones extraordinárias de 
esterilidadl Al contrario, el proceso para obte¬ 
ner la levadura de alcano discurrfa sin necesi- 
dad de esterilidad, es decir, la cepa de levadura 
eliminaba por sí sola a todos íos competidores 
-al igual que ocurre con la mayoria de proce- 
sos biotecnológcos para producir alimentos, 

La empresa britânica John Brown Engíneers 
and Constructors construyó ia gigantesca fac- 
torfa de 1CI en Billingham para el mayor bio- 
proceso estéril dei mundo. La bioíábrica abar- 
caba una superfide de oebo hectáreas. El bio- 
rreactor, su núcleo, tenía una altura de ó0 me¬ 
tros fcon ocho fermentadores de columnas 
de burbufas) y contenla 150 000 litros de so- 
lución alimentícia absolutamente libre de gér¬ 
menes, en la cual viven Ias metanobacterias. 
Mediante un sistema ingenioso de 20 000 vál¬ 
vulas y filtros se mantuvo entre tres y cuatro 
meses libre de microbios extranos. El Methy- 
topMüJvive a 35 °C sólo de metanol, amo¬ 
níaco y el oxigeno dei aire. Continuamente se 
extraían microbios dei bíorreactor, se mataban 
con vapor de agua caliente, se hacían bolas 
con ellos formando grandes grumos y se deja- 
ban secar. Así produjeron el produeto granula¬ 
do de color caramelo PniteerF*. Todo parecia 
funcionar perfectamente. 


ürode los biorre¬ 
actores de ICl. 

Guando la íactoría empezó a producir, en 
1976, la empresa se tuvo que enfrentar a unos 
precios de la energia en aumento y a una cose- 
cha de soja excelente; la proteína unicelular 
no se podia producir de forma tan económica. 
Por tanto, el Methylophüus se mejoró tanto 
por manipulación genética como por métodos 
de genética clâsica: se aisló con êxito el gen 
para la enzima glutamato deshidrogenasa (para 
un consumo más efectivo de nitrógeno a partir 
dei amoníaco), Se logró mejorar la produedón 
de proteína entre un 5 y un 7%. La factoría de 
1CI funcionaba, pero la demanda fue inferior a 
las expectativas. No obstante, ICI considera los 
100 millones de libras esterlinas invertidos has¬ 
ta 1982 como “peaje de la biotecnologia”. 

Pero las experiencias importantes desemboca- 
ron en la produedón a gran escala de la proteí¬ 
na de hongo quom (ver texto principal) . 
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go, el cual se puede convertir en aceptables imita- 
clones de pescado, aves y carne (Fíg, 7.13), 

Los investigadores de RHM coleccionaron más de 
3000 muestras de sueio de todo el mundo. No obs¬ 
tante, como suele suceder, el prêmio gordo estaba 
muy cerca: en las proximidades de la iocalidad de 
Mario we, en BucMnghamshire, Inglaterra, se en- 
contró Fusarium graminareum factualmente 
Fusarium venenatum, Fig. 7.8). Previamente, su 
nombre sólo lo conocían los patólogos vege tales: el 
hongo pudre las raíces dei trigo. 

RHM producía entonces el 1 5% de la oferta britâni¬ 
ca de hongos comestibies. Debido a malas experiên¬ 
cias por prejuicios psicológicos de los consumidores 
contra las proteínas bacterianas, RHM dejó claro 
desde el principio que Fusarium es un hongo como 
nuestras setas comestibies y trufas, los cuales nos 
comemos sin pensarlo dos veces. 

Aparte de que Fusarium casi no posee olor ni sabor 
(Fig. 7.11), siendo ideal como sucedâneo de la carne, 
condene aproximadamente un 50% de proteína cal¬ 
culada en peso seco, como el bistec a la plancha. Sin 
embargo, el hongo tiene un contenido más bajo en 
grasa que el bistec, sólo de un 13%, y además se trata 
de grasa vegetal, no de colesterol (sino ergosterol), y 
un contenido en fibra dei 25% -todo esto cuenta cada 
vez más para la gente que cuida su salud (Fig. 7.12). 

Una ventaja principal en la obtención de hongos 
en lugar de células bacterianas es que tipicamente 
poseen mayores dimensiones, es decir, se pueden 
separar coo facilidad dei medio de fermentación. 
Sin embargo, por otra parte, los hongos crecen 
mucho más despacío que las bactérias, tardando 
entre cuatro y seis horas en duplicar su tamano, 
en comparadón con los 20 minutos que tardan 
las bactérias. Esto también puede convertirse 
en una ventaja: un crecimiento más lento implica 
que el producto final contíene pocos ácidos nuclei- 
cos. Los ácidos micleicos, ingeridos durante mucho 


tiempo y a elevadas concentraciones por mamíferos 
y seres humanos, producen gota. 

Mientras que algunas bactérias contienen un 25% de 
ácidos nucleicos y las levaduras hasta un 15%, RHM 
logró reducir el contenido a menos dei limite acepta- 
ble para el hombre, dei 1 %, con su nuevo alimento, la 
micoprotefna* El hongo también contiene aminoáci- 
dos en su composiclón, lo cual recomienda la Organi- 
zación Mundial para la Agricultura y Alimentación de 
las Naciones Unidas (FAO) como “ideaT. 

Tal vez la característica más extraordinária dei hon¬ 
go sea ia manera en que puede convertirse en una 
gama de sucedâneos de alimentos, desde sopas 
a galletas, hasta ímitaciones convincentes de aves, 
jamóny carne de temera (Figs. 7,11 a 7.13). 

La clave de esta capacidad de adaptadón es la siguien- 
te: la longitud de las fibras puede controlarse. Cuanto 
más tiempo “se permita ,s erecer al hongo en el bíorre- 
actor, más largas serãn también las fibras y más áspe¬ 
ra será la textura dei producto. El medio consiste en 
jarabe de glucosa de origen hidroearbonado con amo¬ 
níaco como fuente de nitrógeno, El jarabe puede obte- 
nerse a partir de todos los productos disponíbies a base 
de almidón (patata, trigo, mandioca), y el proceso es 
mucho más eficaz que la transformación dei almidón 
en proteína por pane de los animales domésticos. 

ICI y RHM se dedicaron conjuntamente a la produc- 
ción dei hongo, En 1985, el MAFF ( MinistryofAgri - 
culture, Fisfieries and Food\ autorizó e! producto 
en Gran Bretaha. El primer producto fue un pastel 
Savory Pie. En los anos 1990 se fundó Marlowe 
Foods, en Marlowe. Mientras tanto, la proteína 
dei hongo en Inglaterra se comercializa como quorn. 

Si antes de 1993 el volumen de ventas era inferior a los 
tres nüUones de dólares americanos anuales, en 2001, 
gradas a Ia poderosa publicidad, ascendia a 150 millo- 
nes. Los grupos de destino son interesantes: mujeres 
de edades comprendidas entre 25 y 65 anos en Esta¬ 
dos Unidos, y entre 25 y 45 anos en Gran Bretaha. La 



Tubérculo de zanahoría 



crecen en un medio 

nutritivo Planta madura 



Ftg. 7,11 Micoproteína antes 
dei procesamiento. 

Ala ízquterda "temera”, 
a la deretha "polio”. 



Fig* 7 + iz Prímera comida 
de prueba de mico proteína 
"refinada". 



Fíg. 7.13 Productos 
dei quorn procedente 
dei Fusarium: atbóndígas 
ysalchtehas sin carne. 


Fig. 7.14 Izquierda: 
cómo se pueden multiplicar 
las plantas in vitm , 
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Fig. 7.15 Multiplicaciõn 
in vitro de rosas. 



Fig. 7.16 Una rosa de tubo 
de ensayo. 



Fíg. 7.17 Rosas: 
desde la rosa salvaje 
a las es pedes modernas. 


generación anterior es precisamente conservadora, 
aunque la empresa habla de forma intencionada, e 
imprecisa, no de microhios, sino de “proteína vegetal”, 

En principio, casi cada país podría transformar sus 
reservas de hidratos de carbono en proteína fúngi¬ 
ca: en Europa, los çereales y las patatas; en los paí¬ 
ses tropicales, la mandioca, el arroz 0 Ia cana de azú- 
car, Muchos países tropicales utüizan la alimenta- 
ción tradicional a base de hongos, por ejempio 
el tempeh, una mezcla de habas de soja y hongos 
(Gap, 1). Por consiguiente, no habria que superar 
tantas reservas psicológicas contra los alimentos 
procedentes dei biorreactor. 

■ 7.5 iLa biotecnologia “verde” 
ante portasl 

Arrancar malas hlerbas, regar, abonar, convertir en 
compost, combaür insectos y hongos de la forma 
más ecológica posible, sóio son placeres para el jar- 
dinero aficionado. Por el contrario, para los granje- 
ros constituyen verdaderos factores económicos 
que desearfan minimizar de forma drástica, 

iNos podrá alimentar la tierra en el futuro? En 1950, 
en África vivia Ia mltad de gente que en Europa; 
actualmente, el doble, Hoy, en todo el mundo hay que 
alimen tar a más de ÓOOO miilones de personas, y en 
20 anos a 8000 miilones de personas, Los chinos 
comen hoy cuatro veces más carne que hace 20 anos: 
32 küos por persona. El Instituto Worldwatch esta- 
dounidense pronostica que, en el ano 2030, China 
tendrá que importar 200 miilones de toneladas de 
çereales; tanta cantidad como existe ahora en los mer¬ 
cados mundiales. 

EI hambre en el mundo ha aumentado, Aunque 
parezca macabro, segun Time , en 2004, por primera 
vez (gradas a los americanos obesos, pero también a 
los “nuevos ricos” de Arabia), la cantidad de perso- 
nas sobrealimentadas e infraalimentadas era igual. 

Todo esto no es culpa de tos agricultores, La revolu- 
ción dei cultivo de plantas de los anos 1 960 y 1 970 
ha cambiado sustanciaimente la economia mundial. 
Por un lado, no hahía tantos abonos y pesticidas nue- 
vos tan refinados, sino especies de plantas útiles de 


elevado rendimiento, como el arroz y el trigo, que 
constituyeron una iimovadon. Sin embargo, el au¬ 
mento de la productividad se tuvo que pagar caro: 
las nuevas especies cultivadas necesitan constante¬ 
mente que se les apliquen abonos y pesticidas. Aho¬ 
ra, no obstante, los agricultores han recibido una serie 
de herramientas nuevas más poderosas que nunca. La 
nueva esperanza de combatir el problema de la ali- 
mentación mundial está germinando, La biotecnolo 
gía promete a los agricultores integrar genes extranos 
en las plantas con la finalidad de mejorar la caiidad: 
por ejempio, alcanzar un contenido más elevado en 
proteínas, vitaminas 0 energia, así como desarrollar 
resistência contra los “parásitos”, las enfermedades 
y las heladas; hacerse resistentes a los suelos secos 0 
salinos y a los herbicidas para controlar las malas hier- 
bas. Además, crea la posibilidad de producir medica¬ 
mentos, cosméticos y aditivos alimentarios mediante 
cultivos vegetales manipulados genéticaxnente (trans- 
génicos), 0 también cultivos en laboratorio, indepem 
dientemente de la agricultura. 

■ 7.6 El campo en un tubo de ensayo: 
cultivo de plantas in vitro 

Las rosas son las flores preferidas por los fioricultores, 
desde las de formas sencillas hasta las de apariencia 
artística. Sin embargo, la historia dei cultivo de ro¬ 
sas es relativamente tardfa, aunque ya lo conocían 
los persas y los medas en el siglo xn antes de ouestra 
era. En aquel entonees se cultivaba la RosãgâtUcã, y 
ésta se considera como la primera rosa de jardín dei 
mundo y la más antlgua [Fig. 7.17). 

Guando se empezó a conocer la ciência genética 
y su posible aplicadón como base teórica se pudie- 
ron cultivar rosas a medida. Los primeros cultivos 
mediante fecundación artificial los realizo et francês 

Jacques-Louis Descemet (1761-1839). 

;Se pueden engendrar 500 000 plantas nuevas a par¬ 
tir de una sola planta madre en sóio un afio! Además, 
no es necesario refinarias. El cultivo de pianías en un 
tubo de ensayo (reproducción in vitro) permite al fio- 
ricultor reproducir rápidamente nuevas creadones 
valiosas (Fig. 7.15). En el cultivo celular ya se pueden 
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seiecdonar características específicas, como la resis¬ 
tência a las enfermedades y a los herbicidas. 

Si se trata de una planta híbrida (cmce de diferen¬ 
tes espedes o razas entre sf) hay que renunciar 
a la reproducdón sexual mediante semillas, ya que 
la descendencia se desdobla según Ias leyes de 
Mendel, Hasta ahora, el único recurso que queda- 
ba era Ia reproducdón vegetativa -tal como 
la conocemos de forma tradicional por los vástagos 
de fresas o mediante esquejes. Sin embargo, 
no todas las plantas se pueden reproducir tan fácil¬ 
mente por el modo vegetativo* 

La microrreprodticción es mucho más rápida 
y más efectiva que la reproducdón por esquejes 
o vástagos que se realizaba hasta ahora, ^Cómo 
es posible regenerar una planta completa a partir 
de células individuales? Esto puede realizarse gra¬ 
das a la totipotencia de las células vegetales, sobre 
todo de ias células de rafces y brotes: cada célula 
contiene todo el conjunto de cromosomas comple¬ 
to y también toda la informarión genética necesaria 
para que se desarrolle un indivíduo a partir de una 
célula. Según la funcíón que asumen las células 
individuales y las uniones de células durante el de- 
sarrollo y en el organismo completo, se aprovecha- 
rá solamente una parte específica de Ia informadón 
genética. La parte restante no se leerá. 

A diferencia de las células anímales, algunas células 
de muchas plantas dicotiledóneas pueden desdife- 
rendarse. Su reloj biológico de desarrollo puede 
volver a colocarse a cero y posteriormente ponerse 
en marcha de mievo en determinadas circunstan¬ 
cias. Las células vuelven a realizar desde el princi¬ 
pio su programa de desarrollo, determinado en las 
ordenes de sus genes, 

Para regenerar con êxito una planta a partir 
de una célula individual es necesario anadir hor¬ 
monas dei credmiento (fitohormonas) al sus- 
trato de nutrientes, Êstas controlan el crecimien- 
to y la diferendación de las células vegetales: las 
auxinas regulan el credmiento de la raíz y, ade- 
más, se ocupan de que sólo salgan los capullos 


situados en la parte más alta de una planta. Por el 
contrario, las citoquininas índucen el credmien¬ 
to de los brotes e inhiben de este modo el creci- 
miento de la raíz, La proporción entre citoquini¬ 
nas y auxinas es decisiva, 

En un metro cuadrado de laboratorio se pueden 
engendrar 100 000 planütas nuevas [Fig, 7.15). 
Asf se pueden multiplicar rápidamente plantas, 
procetílendo todas ellas de células de una sola 
superplanta. Estos descendíentes de una única 
planta se denominan clones ™del griego klon, que 
significa tanto vástago como rama, El clon tiene 
-como los gemelos univitelinos- el mismo factor 
hereditário. Posteriormente volveremos a ocupar- 
nos de este tema con los animales transgénicos 
(Gap. 8). 

Según el tipo de célula dei material de partida 
se establece una diferencia entre cultivos de meris- 
temos y haploides, según el tipo de cultivo: 
el de callos y el cultivo en suspensióm 

■ 7.7 El cultivo de meristemos 

El método moderno más importante de clonación 
de plantas es el cultivo de meristemos, en el cual 
se utilizan tejidos divididos {meristemos} de las 
plantas (brote, raiz o capullos axilares) (Fig. 7*21). 

Los meristemos son tejidos divididos que se encuem 
tran en diferentes lugares de la planta. Los más 
importantes son los meristemos de los brotes. 
Los meristemos ocultos en las profundidades de 
los capullos se aíslan, se divíden y se conservan los 
explantes en médios nutrientes sólidos o líquidos. 
Una vez han crecido se pueden volver a dividir. 
A partir de estas partes se pueden regenerar una 
o varias plantas después de anadir la correspondien- 
te hormona vegetal. 

En la actualidad se multlplican miles de espedes de 
plantas por este método. Se empezó con orquídeas 
raras, lírios [Figs. 7,18 y 7*19), crisântemos y clave- 
les, y se acabó con plantas economicamente impor¬ 
tantes como la patata, ei maíz, la mandioca, la víd, 
los plátanos, la cana de azúcar y las habas de soja. 



Fig. 7-iS La mayoría de 
nuestras plantas decorativas 
se ha generado por microrre- 
produtción. 



Fig. 7.19 Las orquídeas 
también se reproducen 
masi va mente in vitro. 



Fig, 7,20 La palmera oleífera 
[Efaeis gumeensi s) su ministra 
aceite de palma, elcual con¬ 
tiene ácidos grasos satura¬ 
dos. En Asía se destinarem 
extensíones enormes a plan¬ 
ta ciores de monocultivo 
de palme ras gene radas en 
cultivo celular y "mejoradas'’, 
a costa de las zonas selváti¬ 
cas tropicales, lo cual es obje¬ 
to de fuertes críticas. 
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Fig. 7.21 Cultivo de meriste- 
mo 5 OiquíerdeiJ y de 
antera$/ovârío$ (derecha). 



Fig, 7.22 ünejemplo 
de ataque de vírus deseado: 
una hoja de Abutilon eon las 
características manchas 
dei mosaico. 



Fig, 7,23 ES símbolo de Hong 
Kong. la Bauhinia. Aqui se 
pueden ver dara men te 
las anteras. 


Las palmeras olefferas (Fig. 7.20) extremadamente 
productivas de Malasiase reproducen desde los anos 
1960 por cultivo celular. No sólo producen un 30% 
más de aceite de palma que las palmeras normales, 
sino que tambíén son claramente más pequenas, 
lo cual facilita su recolecdón. Sín embargo, eJ mono- 
cultivo exagerado de palmeras supone una amenaza 
para las últimas selvas que quedan en Asia, 

En ei caso de las ffesas, la reproducdón vegetatíva 
clásica mediante vástagos proporciona como máxi¬ 
mo diez plantas de vástago. Por el contrario, con 
el cultivo de meristemos moderno se pueden obte- 
ner teórícamente hasta 500 000 plantas al afio 
a partir de una planta madre. 

Àdemás, hay que tener en cuenta una ventaja defini¬ 
tiva: aunque la planta de partida haya suífido el ata¬ 
que de un vinis, los descendientes vegetativos pue¬ 
den crecer exentos de virus (Fig. 7.21 ). Para la repro- 
ducción sólo se eligen partes de plantas que no tienen 
vinis. El tejido de los meristemos que se divide rápi¬ 


damente parece “escapar” a la propagación de los 
virus. Por consiguiente, suele contener pocos vinis. 
No obstante, a veces, los virus vegetales son incluso 
bienvenidos: el virus dei mosaico Âbutilon crea bojas 
interesantes en esta planta de interior (Fig. 7.22), 
y el virus Poty produce hermosos tuiipanes flameados. 

Los meristemos se cortan, se cultivan y se enrafzan 
(Fig. 7.21). Se repíte el ciclo completo hasta que 
se encuentran meristemos sin virus que luego pro- 
ducirán plantas exentas de virus. Sin embargo, éstas 
no son inmunes a un nuevo ataque de virus cuando 
se plantan en la naturaleza. Los cultivos de meriste¬ 
mos han revolucionado la jardinería. Se calcula que 
el mercado mundial asdende a más de 3000 millo- 
nes de dólares americanos. 

■ 7.8 Cultivos haploides: 
anteras y ovários 

Los estambres [anteras, Fig. 7.23) constan de unos 
pocos gametos masculinos que son haploides, 
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es decir, sus núcleos celulares sólo eontieneo un jue- 
gp de eromosomas* 

Guando las anteras jóvenes se extraen estériles 
de la flor y se colocan en un medio nutriente (agar), 
crecen hasta convertirse en plantas haploides esté- 
riles completas* 

Estas plantas son codiciadas para el cultivo porque, 
a partir de elias, se pueden obtener en poco tiempo 
líneas diploides homozigóticas mediante la duplica- 
ción experimental de su juego de eromosomas con 
la ayuda dei “veneno mitótico" colchicina. Las 
mutaciones recesivas no quedan cubiertas por el 
segundo cromosoma existente en los diploides y, de 
este modo, se ven de inmediato, jEnhorabuena a los 
cultivadores! 

A partir de los ovários (Fig. 7.21) tatnbíén se pue¬ 
den generar plantas compietamente haploides, 
como en los cultivos de anteras. Los cultivos haploi¬ 
des se utüizan en la agricultura de tabaco, colza, 
patatas, cebada y plantas medicinales. 


■ 7,9 Cultivos de callos 
yen suspensión 

Los tejidos danados que crecen de forma desorgani¬ 
zada se conocen en las plantas como callos. En las 
plantas se forman en la superfície cortada de los 
esquejes* Los callos se pueden introdudr en agar 
como cultivos superftdales para íuego seguirlos cul¬ 
tivando como grumos celulares no diferenciados, 
o bíen, ahadiendo fitohormona, se obtienen de nue- 
vo plantas completas (Fig. 7*25], 

Una posíbílidad especial de Ia reproducción vege¬ 
tal la ofreeen los protoplastos, que son células de 
Ias que se han extraído Ias paredes celulares 
(Fíg. 7,2ó). De las hojas se cortan franjas que se 
introducen en una disolucíón con enzimas que des- 
truyen Ias paredes celulares (pectinasas, celulasas)* 
Las células “desnudas" que se obtienen de esta for¬ 
ma, bs protoplastos, se trasladan a un medio de cul¬ 
tivo donde sus paredes celulares se regeneram 
Las células provistas de pared que se vuelven a obte- 


Fig 7*24 Como se obtienen 
plantas transgénicas con 
Agrobacterium. 




Fig. 7.26 Protoplastos, 
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Cu adro 7.3 Historia 

de la biotecnologia: La “tomatata" 

y el lápiz de lábios biológico 



tUn deseo sofiado; la “tomatata” o “tomata”, 
“producída” experimental mente por el autor 
en sólo diez minutos! 


UnaposMídad de modificar células vegetales 
de forma bíotecnológica es Ia fusión de proto- 
plastos. Se funden entre sf células de proto- 
plastos ''desnudas" mediante productos quí¬ 
micos como el polietilenglicol 0 mediante 
impulsos eléctricos. Ya se han logrado realizar 
cruces entre espedes sólo emparentadas leja- 
namente de forma taxonómíca [híbridos 
somáticos), míentras que no era posible reali- 
zarlos pot métodos de cruzamiento naturales. 


U ve rd adera 
“tomatata” 
(centro), producida 
en el instituto Max 
Pianck de investí* 
gacion de cultivos 
deCobnia. 

Izquierd a: tomate; 
derechâ: patata 
salvaje. 

El primero fue Ia “tomatata” 0 “tomata", 
un cruce de patata y tomate: en Ia parte 
superior de la planta debían madurar toma¬ 
tes y en los retofios subterrâneos tubérculos 
de patata. El experimento io logrd realizar 
con êxito por primera vez en 1977 Gearg 
Melchers, en el instituto Max Pianck 
de biologia de Tübingen* Sin embargo, la 
“tomatata” no produjo pata tas autênticas 
ni tampoco tomates autênticos. Las causas 
posibles podrian ser que en tales híbridos 
“no naturales” las dl visiones celulares fun- 
cionan de forma atípica. En el Instituto Max 
Piank de investigacíõn de cultivos de Golo 
nia, In ca Lewen-Dõrr y la empresa Green 



Tec desarrollaron una “tomatata” en 1994, 
Las plantas eran “vigorosas”. Lo curioso era 
la flor amarilla de la “tomatata” en un fenoti- 
po que, en todo lo demás, era muy similar 
al de la patata* Normalmente, en las patatas 
Ia flor no es de color amarillo (Fig, 7, l j. 

La hibridación somática es enormemente ade* 
cuada para fines de mejora genética ytambién 
se utiliza de forma práctica, por ejemplo, en el 
Citrus 0 la achicoria. Siempre es el mé todo ele¬ 
gido cuando se necesita transferir cíertas carac¬ 
terísticas complejas poligenétlcas, como por 
ejemplo la resistência a las heladas (ya realiza* 
do para las patatas) 0 los colores de las flores, 
de un tipo salvaje a un tipo cultivado. 

Existe una gran probabilidad de que las sustan- 
das características que componen las patatas 
y los tomates, al mezdarse, hagan que el ali¬ 
mento no pueda comerse* Aunque tanto las 
patatas como los tomates pertenecen a Ias sola- 
náceas [Soíanaceae], es dedr, a la misma famí¬ 
lia de plantas, se producen grandes problemas. 

Shikonina 

«Una bana de lábios convincente y sin quí¬ 
mica, hecha de colorante puramente bíologj- 
co, ya conocida en la antlgua medicina china 
- para las mujeres modernas* iUn producto 
japonês de alta tecnologia!» 

La barra de lábios biológica fue la estrella dei 
mercado de la cosmética: en pocos dias, 
en 1985 se vendieron en Japón dos millones 
de unidades, a pesar dei “precio orgulloso" de 
3500 yen. El anuncio publicitário correspon- 
diente utilízó el resentimiento de los japoneses 
contra los productos químicos, su conciencia 
de la tradldón y el orgullo que sienten por sus 
rendimientos en tecnologia punta. El coloran¬ 
te rojo de la barra de lábios es un producto bio¬ 
lógico autêntico: la shikonina [un compuesto 
de ia naftoqdnona), un medicamento utiliza¬ 
do durante sigjos en la antigua medicina china 
que se obtenía con dificultad de ias raíces de la 
planta de la shikonina [Líthospermum erythro- 
rhízonl Se tardan entre tres y siete anos hasta 
que la planta ha concentrado como máximo 
un 2% dei principio activo en sus raíces. En la 
medicina tradicional se utilizo shikonina con¬ 
tra Ias enfermedades bacterianas y las íníiama- 
dones. Los japoneses ímportaban anualmente 
de China y Corea dei Sur diez toneladas de 
matéria prima de shikonina a unos 4500 dóla¬ 
res el kilo. Para un producto tan caro valia Ia 
pena intentar cultivar las células vegetales que 
producen .shikonina en una soludón nutritiva. 
La empresa de Tokyo Mitsui Petrochemical 
Industries Ltd, lo consíguió con gran êxito. 


La Idea genial de ventas la tuvieron después 
los directores de la empresa de cosméticos 
Kanebo: el esplêndido color es enormemen¬ 
te adecuado para barras de lábios y polvos 
(colorete), El truco era que el color no sólo 
se producia de forma biológica sino que, ade- 
más, j protegia contra las bactérias y actuaba 
como antiinflamatorlo! 



El lápiz de lábios biológico de Kanebo, un breve 
êxito de ventas. 


En prímer lugar se cuitivaron líneas celulares 
de células de Líthospermum que producfan 
un mayor contenido en shikonina, dei 12 
al 15% (peso en seco). Se cultivaban las célu¬ 
las en un medio de crecimiento y se mante- 
nían después en un medio de produedón* 
Optimizando el medio de fabricadón, la pro- 
ductivldad aumentaba 13 veces, 

Hoy se cuttivan células de Lithospermum 
a escala industrial en un biorreactor de 
200 litros con medio de crecimiento, y luego 
se trasladan a un reactor más pequeno con un 
medio que estimule la produedón de shikoni¬ 
na. Con estas células se inyecta un biorreactor 
de 750 litros en el que se produce shikonina. 
Seguidamente, las células de la raiz generan 
un 23% de shikonina en sólo 23 dias. Se vuel- 
ve a comparar esto con la naturaleza: isólo 
un 2% en un período de ti empo de tres a siete 
anos! En cada proceso completo dei biorreac¬ 
tor parece que se obtienen aproximadamente 
cinco kilos de shikonina pura, En un princi¬ 
pio, Mitsui logro producir aproximadamente 
Ó5 kilos de shikonina al ano para unas riecesi- 
dades de 150 kilos en Japón. 



Grupos de células de L erythrorhizon 
de cultivos con medio ^9, de color rojo 
por su contenido en shikonina. 


182 

















BlOTECNOLOGÍA VERDE 


ner de esta forma generan pequenos callos median¬ 
te divísiones continuas. Anadiendo hormonas, 
en ios caUos se inducen pequenos brotes que con 
otras hormonas se enraízam A partir de una única 
hoja se pueden obtener míles de plantas completas 
nuevas con ei cultivo de protoplastos (Fig. 7 21 ). 

Puesto que a los protoplastos aislados les falta ia pared 
celular, pueden unírse entre sí con relativa facilidad 
mediante füsión celular (química) o mediante cam¬ 
pos eléctricos (electrofusión) (como en Ias células 
de híbridos con polietilenglicol, Gap. 5). 

Seguidamente, las células fusionadas se pueden 
extraer como plantas híbridas somáticas. Esta 
híbridación somática produjo en 1977 la "toma- 
tata 1f o "tomata" (mezcla de tomate y patata], por 
desgracia no comestíble (Cuadro 7*3). Incluso aun- 
que Ia “tomata” hubiese tenido êxito, habría sido 
difícil suministrar a la vez dos reservas de sustandas 
nutritivas, a saber, bulbos y frutas* Sín embargo, 
la unión de células de dos tipos de estramonio 
[Dâtura] constituyó un êxito práctico. La nueva 
especíe de estramonio produjo más alcaloides (esco- 
polamina) que cualquiera de las espedes de partida, 
y creció mejor, 

■ /.to Las células vegeta les 
en un biorreactor producen 
princípios activos 

Para producir sustandas vegetales en un reactor 
no se necesiian partes de plantas diferenciadas; bas¬ 
ta con un 11 grumo celular”, un callo que sintetiza 
las sustancias que contienen los vegetales. 

Si se aíslan fragmentos de tejído de una planta, 
se pueden cultivar sin limite en médios nutrientes 
totalmente sintéticos. En prlmer lugar se esteriliza 
un trozo de un órgano de la planta, y seguidamen¬ 
te se extrae dei interior una parte y se cultiva en un 
suelo nutriente rico en agar de tipo gelatinoso. 
El suelo nutriente debe contener sales aiimenticlas, 
un azúcar como fuente de energia, algunas vitami¬ 
nas y también hormonas. Si se ha encontrado 
la combinacion correcta para un cultivo celular 
determinado, se formará un callo. En ese momento 
se puede transferir este tejido calloso a un medio 
nutriente líquido. Si se agita el cultivo para propor¬ 
cionar el oxigeno suficiente, las células vegetales 
se seguírán multiplicando [Fig* 7.21). 

DIchas células se pueden cultivar también en gran¬ 
des biorreactores de muchos metros cúbicos de 
capaddad. Sí las condiciones de cultivo son adecua- 
das P las sustancias existentes en las plantas se enri- 
quecen y luego se pueden aislar, por ejemplo liofiii- 


Enrafzamiento 



Formadón de un brote después 
de anâdlr hormona 




Protoplastos aislados 


Formadón de 

compleiosde tejídos (calios) 


Credmiento en medio nutritivo, nueva 
formadón de paredes celulares 


zando todo el material celular y extrayéndolo con 
un disolvente adecuado. Sin embargo, no todas las 
plantas producen “voluntariamente" sus compo¬ 
nentes de elevada complejidad en cultivo celular. 

En la Universidad de Tübingen, el grupo de Lutz 
Heide utilizo dos genes de la biosíntesis de la ubi- 
quinona de E. coli y un gen dei metabolismo vege¬ 
tal (HMG-CoA reductasa) para transformar la plan¬ 
ta de ia shikonina Líthospermum erythrorhizon 
(Cuadro 7*3). En los cultivos celulares de líthosper¬ 
mum, mediante la expresión de estas enzimas se 
ínfluencían de forma selectiva diversas etapas de la 
biosíntesis en ia producción biotecnológica dei 
medicamento y coloran te shikonina. 

La shikonina se ha hecho popular (Cuadro 7.3.) gra¬ 
das a! lápiz de lábios biológico. ^Le seguirán otros 
productos vegetales que salgan dei biorreactor? 


Fig. 7,27 Principio 

dei cultivo de protoplastos. 



Fig./.aS La d ed a lera pd rp ura 
{OigítoliS purpurec) propor¬ 
ciona sustancias medicina les 
efectívas para elcorazon. 
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Fig. 7, 29 A partir 
de la corteza dei sauce 
(Satix) se obtuvo el antipiré¬ 
tico ácido salicílico (Cap* 9). 



Fig.7.30 Catharanihus 
roseus proporciona medica¬ 
mentos contra el câncer. 



Fig. 7.31 Êckard Wel lm an n 
(Universidad de Freiburg) 
fue el primero que tu vo êxito 
con et cultivo in vitro de la 
Huperzia (arriba)* Esperies 
d:e Huperzia chinas colgando 
de un arma rio de productos 
de medicina tradicional china 
CTCM). 


Ya las hombres primitivos, cazadoresy nômadas, uti- 
lizaban plantas curativas, como la corteza de sau- 
ce que contiene ácido salicílico (5a/«} (Fig* 7*29], 
el cual baja la fiebre, 0 plantas que aceleran la cura- 
ción de Ias heridas. Incluso hoy día, en la era de 
los medicamentos sintéticos, no se puede prescindir 
de los productos vegetales en la farmacoterapia. 

Entre los más importantes se encuentran los esteroí- 
des (la diosgemna procedente de la raiz de name, 
Cap *4), la codeína (tranquilizante y antitusígeno), 
la atropina (para dilatar la pupila cuando se examí- 
nan los ojos y en caso de intoxicadones), la reser- 
pina (para bajar la presión de la sangre), la digoxi- 
na y la digitoxina (tónicos cardíacos] procedentes 
de la dedalera [Digitalis, Fig* 7.28), y Ia quinina 
(medicamento contra la inalaria, aromatizante). 

Los Inconvenientes de los procesos de obtendón 
tradidonales son los siguientes: disponibilidad limi¬ 
tada, fluctuadones en la calidad, peligro de putrefac- 
ción de espedes de plantas raras, necesidades 
de espado de Ias plantaciones (tala de bosques hiíme- 
dos, muy poca tierra para la agricultura), aparición 
de enfermedades de las plaüasy parásítos (monocui- 
tivos), impurezas debidas a los productos para prote¬ 
ger las plantas, metales pesados procedentes dei aire 
contaminado, dependenda dei contenido en princí¬ 
pios activos de las plantas, dei clima, las tormentas, 
Ias estaciones, la edad y la ubicacíón, y dependenda 
de crisis políticas y cárteles de precios por parte de los 
terratenientes. Sin embargo, el ultimo inconvenien¬ 
te mencionado solamente se presenta, en la mayoría 
de los casos, en los consorcies farmacêuticos multi- 
nadonales, los cuales, con toda probabiHdad, se sa- 
ben defender muy bien -como se ha demostrado en 
el caso de la hormona esteroidea (Gap. 4). Sin duda, 
los temores de los países en vias de desarroUo, cuyas 
exportaciones a menudo dependen de productos 
vegetales, están justificados: para ellos se trata literal¬ 
mente de su supervivenda física. 

Las plantas superan con diferencia todo lo que pue- 
dan sintetizar las manos de los químicos hasta 
un futuro predecible. Se cuenta con decenas de miles 
de moléculas extremadamente complejas. Todas es¬ 
tas sustancias han surgido, obvíamenfe, a causa de la 
presión de seleccíón de animales y microbios; mu- 
chas de ellas van dirigidas tamblén contra los seres de 
sangre caliente. Por lo tanto, es de suponer que exis¬ 
te un tesoro enorme de sustancias interesantès para 
la farmacologia, que espera con impaciência a ser des¬ 
enterrado* Sólo se ha investigado una pequena parce¬ 
la dei mundo vegetal hasta el momento, y en parte 
sólo con métodos anticuados y ampliamente supera¬ 
dos e insuficientes para detectar los princípios acti¬ 


vos. Hay que temer que con la tala de los bosques tro- 
picales tamblén se extinguirán especies de plantas 
antes de poder probar sus aplicaciones. Puesto que la 
síntesis química de los princípios activos 0 bien no es 
posible todavia 0 es muy costosa, los productos natu- 
rales obtenidos a partir de las plantas no se van a sus- 
tituir en la farmacoterapia* 

Para poder garantizar y ampliar este suministro 
en un futuro, se deberá considerar la obtendón 
de princípios activos vegetales con la ayuda de la 
técnica de los cultivos celulares* 

■ 7.11 dQué princípios activos 
vegetales seguirán a la shikonina? 

Para los investigadores de cultivos celulares, la 
siempreviva de Madagascar [Catharanthus roseus] 
(Fig. 7*30) es un objeto de investigacíón agradeci¬ 
do, ya que contiene una serie de princípios activos, 
entre ellos los alcaloides dei bisindol vinblastina y 
vincristina, de estructura extremadamente com- 
pleja y prãcticamente inaccesibles en forma sintéti¬ 
ca* Ambos princípios activos cuestan vários miles de 
dólares por kilo y se importan de países tropicales 
en vias de desarrollo* 

A partir de la dedalera (Digitalis, Fig* 7.28) se pueden 
aislar en cultivo celular los cardioglicósidos esteroides 
digoxina y digitoxina. Desde el punto de vista tera¬ 
pêutico son interesantes, sobre todo, la digoxina y sus 
derivados* La digoxina se diferencia de la digitoxina 
unicamente por tener un grupo hidroxüo más* 

Eckard Wellmann, de la Urdversidad de Freiburg 
(Fig. 7.31), en colaboraciôn con nuestro grupo de 
Hong Kong logro producir una sustancia enorme¬ 
mente interesante en cultivo celular, que utihzan 
los chinos desde tiempo inmemorial contra la pér- 
dida de memória* 

Hoy conocemos esta afecdón como enfermedad 
de Alzheímen El Ucopodio Huperzia crece muy len¬ 
tamente en las montahas chinas; necesita entre ocho 
y diez anos, y prácticamente los recolectores casí 
lo han hecho desaparecer para obtener la codiciada 
huperzina A* Ahora se ha podido obtener por pri¬ 
mem vez la huperzina A en cultivo celular. Si se logra 
el cultivo a gran escala, se podrá fabricar huperzina 
A en grandes cantidades y a un preeio ventajoso* 

Los cultivos celulares de plantas han demostrado 
ser el método de elección para sustancias de eleva¬ 
do valor cuando su fabricación sintética es demasia¬ 
do costosa 0 no es posible su fabricación microbia¬ 
na (ver Cuadro 7.3). 

Y no menos importante es el hecho de que es de 
esperar que presten una contrlbución importante 
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a la protecdón de especies de plantas raras y aho- 
rren superfícies de cultivo valiosas que se necesitan 
urgentemente para los vegetales alimentícios* 

■ 7,12 Agrobacteríum -Un parãsito 
como ingeniero genético 

Si se pueden cultivar células vegetales como microor¬ 
ganismos en caldos de cultivo, .rpor qué no se debería 
poder modificarias también genéticamente (Cap. 3)? 

Cultivar plantas que sean resistentes a la sequía, 
a los insectos y a los productos protectores de las 
plantas, y que crezcan en suelos salinos y contengan 
más proteínas y sustancias nutritivas, son los objeti¬ 
vos de los ingenieros genéticos en plantas. 

Los ingenieros genéticos “naturales” son bactérias 
dei tipo Agrohacteriam tumejàeiens, las cuales 
viven en el suelo y cuando hay lesiones provocan 
proliferaciones de tipo canceroso (tumores de cue- 
11o y raiz] en las plantas dicotiledóneas. Este descu- 
brimiento ya se hizo en el ano 1907* 

Las bactérias se ven atraídas por elicitores -moléculas 
que se liberan cuando hay una herida. Poseen un gran 
plásmido (una doble cadena de DNÂ en forma de ani- 
11o -ver Cap* 3- de una longitud de 200 a 800 kiloba- 
ses), que provoca el tumor y, por tanto, se denomina 
plásmido Ti (dei inglês, tumor inducingj. Elparásito 
es, por consiguiente, adecuado como “caballo de Iro- 
ya” 0 vector para genes extranos (Hg. 7*24). 

Los plásmidos Ti son portadores de genes para el con¬ 
sumo de opinas y la formación de fitohormonas. Las 
opinas son aminoácidos especializados que se forman 
en las células atacadas y sólo pueden ser utilizados por 
Agrobacteríum. Por ello, Ia bactéria programa tam¬ 
bién la célula de la planta en su propío beneficio. La 
auxinay la dtoqumina, las fitohormonas, estimulan 
el credmiento y la divísión celular de las células trans¬ 
formadas en el tumor de cuello y raiz. Además, los 
plásmidos Ti son portadores de genes para identificar 
células danadas y movilizar y transferir el DNA- T a Ia 
planta. Después de la transferencia, el DNA de trans¬ 
ferencia se integra en el DNA vegetal dei núcleo celu¬ 
lar. Éste es un ejemplo poco frecuente de una transfe¬ 
rencia genética de un procariota a un eucariota. 

En 1983, Marc von Mcmtagu y Jeff Scheil (1935- 
2003] (FIgs. 7.32 y 7*33), en Gent (Holanda), 
y Robert FraJey en el Condado de Monsanto 
(St. Louis, Estados Unidos], presentaron por separa¬ 
do un método revolucionário. 

Ellos “debilitaron" a los plásmidos H “salvajes” 
implantando un gen extrano en el DNA-T de un 
tamano de 15-30 kb, Se elimínaron los genes de fito- 
hormonas y de opinas para dejar espado a la inte- 


gración dei DNA extrano; al mlsmo tiempo, ya no 
aparedan proliferaciones* Es dedr, a partir de teji- 
dos cancerosos se pueden regenerar plantas com¬ 
pletas sólo con esfuerzo. 

En el plásmido Ti “domesticado” se puede integrar 
cualquier tipo de genes extranos, como por ejemplo 
para la resistência a los herbicidas y los antibióticos. 
Además dei gen extrano se introducen genes resisten¬ 
tes a los antibióticos (la mayorfa para la kanamicina 
0 la ampicilina), a fin de poder selecdonar posterior¬ 
mente las células “eficaces” con facilidad (Fig* 7.24). 

Los plásmidos recombinantes se pueden introdudr 
directamente en las células vegetales “desnudas”, 
es decir, en los protoplastos, 0 bien se vuelven 
a implantar en Agrobacteríum, el eual a continua- 
ción infecta células vegetales intactas. Este último 
es el método estándar. 

Se íncuban trozos de hojas en una suspensión 
de células recombinantes de Agrobacteríum Segui¬ 
damente, anadiendo hormonas se induce la forma¬ 
ción de brotes. Las bactérias se matan anadiendo 
antibiótico y se seleccionan las plantas que se han 
logrado transformar en un medio con kanamicina. 
Las células resistentes a la kanamicina (Cap. 3) tam¬ 
bién deberán contener ei gen extrano. Seguidamen¬ 
te se induce el crecimiento de las raíces y las plan¬ 
tas se regeneran. En este momento ya no se forman 
más tumores de cuello y raiz, pues faltan ios genes 
DNA-T para produclr auxina, citoquina y opina. 

En realidad, el proceso esaún más refinado: sehacen 
interactuar y recombinar los plásmidos recombinan¬ 
tes con plásmidos Ti intactos en células de Agrobac- 
teríum, , en Io que se denomina “sistema binário 
0 de dos vectores”, Los vectores binários permane¬ 
ceu en las células de Agrobacteríum como vectores 
independientemente replicantes (iver más abajo 
los experimentos antisense dei “tomate antífofo"!)* 

■ 7.13 Transferencia genética 
biolística: un disparo de DNA 

Sin embargo, no todas las plantas se pueden trans¬ 
formar por esos médios* Las monocotlledóneas 
casi no resultan infectadas. iPero precisamente las 




Fig* 7*32 Marc van Montagu, 
uno de los padres de la inge- 
níería genética de plantas. 



Fig.733 Jeff Scheil 
(1935-2003). picmero 
de la biotecnologia “verde". 



Fig. 7.34 El actorde tine 
Hans Átbers en ia película 
de UFA ‘"Münehhausen”. 
cabalgando sobre la bola 
dei caõ6n. A! igual que el 
barón Münchhausen sobre 
!a bola, el DMA se dispara 
a las células en la transferen¬ 
cia genética biolística. 


Fig. 7.35 (a la rzquierda, 
abajo) Transferencia biolística 
en el césped “turP. 

Zeng yu Wang, de la Funda- 
ción Samuel Roberts Noble, 
de Oklahoma, transfirió 
genes por transferencia gené¬ 
tica biolística a una espetie 
de cafiuela ovina [Festuca). 
Arei aparato PDS/iooo para 
microproyec tiles. Br suspen- 
SÍ6n celular antes dei bom¬ 
bardeo. C: oallostras la selet- 
ción de la higromicina, 

D, E:se regeneran las plantí- 
tas transgénicas. F: plantas 
de Festuca transgénicas 
en el invernadero. 
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Cuadro 74 Üpinión de los expertos: 

Cifras de transgénicos y hechos 
sobre tos alimentos OMG 
y su identificación 

Anualmente, !a Agenda de Agrobíotecnologfa 
internacional ISAM publica un informe sobre 
el desarrollo mundial dei cultivo de plantas 
utiles modificadas genéticamente. En 2004, 
8,25 millones de agricultores de todo el mun¬ 
do cultivaron plantas modificadas genética* 
mente (MG). El credirdento superficial absolu¬ 
to [7,2 millones de hectáreas) fue por primera 
vez mayor en los países en vfas de desarroilo 
y emergentes (China, Argentina, Brasil, Indiaj 
que en los países industrializados. 

En el caso de las habas de soja, las superfi- 
cies de OMG {organismos modificados gene¬ 
ticamente) aumentaron a 48,4 millones de 
hectáreas. En todo el mundo, el 56% de las 
habas de soja se genera con especies transgé- 
nicas (55% el ano anterior). El mayor crech 
miento se produjo en Brasil, donde actual- 
mente hay babas de soja transgénicas en cin¬ 
co millones de hectáreas. Además de Estados 
Unidos, Argentina y Brasil, cultivan habas 
de soja transgénicas Canadá, Paraguay, 
Uruguay, Rumanía, Sudáfrica y México. 

De nuevo, el mayor credmiento lo registro 
el maíz transgénico. Entre 2004 y 2005, 
las superfícies crecieron un 25%, hasta 
19 r 3 millones de hectáreas. El maíz transgéni¬ 
co se cultiva en Estados Unidos, Argentina, 
Canadá, Espana, Uruguay y Filipinas. 

En cuanto a la colza, se cultivan 4,3 miüo- 
nes de hectáreas de especies transgénicas 
(un aumento dei 20%). Ei cultivo se limita 
a Canadá y Estados Unidos. También en el 
caso dei algodón, e! credmiento disminuyó 
claramente a un 25%. Ahora se cultiva algo¬ 
dón transgénico en nueve millones de hectá¬ 
reas. Los países cultivadores son Estados 
Unidos, China, Argentina, índia, Austral ia, 
México, Sudáfrica y Colombia. 

Diedsiete países cultivan plantas transgénicas 
en tos campos; seis países tienen superfícies 
de OMG superiores a un millón de hectáreas. 

Ha habído un credmiento significativo dei 
algodón transgénico: en la índia, ias superfí¬ 
cies han aumentado hasta las 500 000 hectá¬ 
reas (aumento dei 400%). China obtiene dos 
tercios de su producdón nacional de algo¬ 
dón con plantas transgénicas. 

Uruguay dobló la superfície de OMG. Las 
habas de soja cultivadas ailí están genética¬ 
mente manipuladas casi en su totalídad. 


En Europa, sólo Rumanía (soja, 100 000 
hectáreas) y Espana (maíz, Ó0 000 hectá¬ 
reas) cultivan plantas transgénicas a gran 
escala. En Alemanía se ha iniciado d cultivo 
de prueba d d maíz. 

Clive James, el presidente de la T5AAA, 
ve sobre todo en el maíz y el algodón 
el mayor potencial de credmiento de 
los tipos transgénicos. 

Para el ano 2015 se prevê ei cultivo de plan¬ 
tas transgénicas en 30 países, en una superfí¬ 
cie de 150 millones de hectáreas. James par¬ 
te de la base de que el cultivo de plantas 
transgénicas seguirá siendo atractivo econó¬ 
micamente en los próximos anos. Sobre 
todo, las especies transgénicas resistentes 
a los insectos contribuyen a una mejora 
de los ingresos, ya que reducen las malas 
cosechas por culpa de los parásitos. 



Superfícies de cultivo con plantas modificadas 
geneticamente entre 1996 y 2004 en millones 
de hectáreas. 


Hasta ei momento no hay ningün vegetal que 
se consuma crudo 0 preparado como alimen¬ 
to que se pueda comprar en su forma genéti¬ 
camente modificada. Manzanas y berenjenas, 
fresas y melones, calabacines y coliflores... 
Todas las frutas y verduras están “exentas 
de íngenieria genética 14 . Si bíen en Estados 
Unidos están autorizados ias papayas, los 
melones y los calabacines “squash” (calabaci¬ 
nes amarilios pequenos) modificados genéti- 
camente, no se pueden exportar a Europa. 
Hasta ahora, en Europa no se habían cultiva¬ 
do plantas genéticamente modificadas (trans- 
génicas) -a excepción de pequenas superfí¬ 
cies en Espana y Àlemania. Hasta 2004 ní 
stquiera se podfan comprar líbremente semi- 
lias. Para cultivar plantas transgénicas los 
agricultores deben cumplir normas especía- 
les. De este modo se evita una mezela ineon- 
trolada con productos convencionales. 

En el resto dei mundo esto es diferente. En 
1996, en Estados Unidos se cultivaron las 
primeras plantas geneticamente modificadas 
en superfícies explotadas para ia agricultura. 
Hasta 2004, sus superfícies de cultivo habían 
aumentado en todo ei mundo hasta más de 
81 millones de hectáreas. Sobre todo, estas 


superfícies se encuentran en Estados Unidos, 
Argentina, Canadá y China. 

Mientras, más de la mitad de ías habas de soja 
que se producen en todo el mundo ya proce¬ 
deu de especies genéticamente modificadas. 
Muy extendidas están las plantas transgénicas 
de maíz, colza y algodón. En todos los demás 
tipos de plantas -también en el trigo-, actual- 
mente no tiene un significado práciico. 

La soja y el maíz proporcionan matérias pri¬ 
mas para numerosos ingredientes alimen¬ 
tícios, De este modo, muchos alimentos 
entran en contacto con plantas genética- 
mente modificadas sin que ellos mismos 
estén modificados genêticamente. Así, el 
aceite de la margarina, la lecitina dei choco¬ 
late, las galletas o el helado, las proteínas de 
soja 0 las vitaminas, pueden proceder de la 
soja. Cada ano, los países de la UE importan 
aproximadamente 35 millones de toneladas 
de soja como matéria prima. Los países pro- 
ductores son Estados Unidos, Argentina 
y Brasil -en todas partes se cultivan en gran¬ 
des superfícies habas de soja transgénicas. 
Puesto que, comparativamente, Europa 
importa menos maíz de Estados Unidos 
y Argentina, es muctio menos probable que 
los ingredientes dei almídón, por lo menos 
en parte, contengan maíz modificado gene¬ 
ticamente, al contrario de las sustancias que 
contienen habas de soja. 

Identificación 

Desde 1997, la identificación de los ali¬ 
mentos OMG se regula en el Reglamento 
sobre mievos alimentos. Sólo era oblíga- 
rorio identificar la utiíizacíón de plantas 
0 microorganismos modificados genética¬ 
mente para fabricar alimentos cuando 
los organismos modificados genéücamente 
[OMG) en cuestión podfan detectar se 
en ei producto finai. 

Hoy ia identificación se basa en otro princi¬ 
pio: cada uso directo de un OMG en ei trans¬ 
curso de ía fabricación 0 producción de ali¬ 
mentos o piensos debe identificarse obligato- 
riameme. El hecho de que se pueda detectar 
o no un OMG infroducido en el producto 
final no tiene ninguna relevância. 

Este concepto de identificación facilita infor- 
madón sobre el uso de la ingeniería genéti¬ 
ca, con independenda de la composidón 
material dei alimento en cuestión. Puede 
ocurrir que alimentos material mente idênti¬ 
cos se deban identificar una vez sf y otra no. 
La diferencia decisiva es la utílización de los 
OMG en etapas previas de producción, aun- 
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que en el proceso de tratamiento posterior 
éstas se descompongan tanto que ya no sea 
posible diferenciarias materialmente. 

En muchos casos ya no es posible controlar 
el cumpiimiento de la identificaclón en el 
alimento. La protecclôn a los consumidores 
contra el fraude es considerablemente más 
costosa que en el concepto de identificadón 
basado en la detecdóm 



El maíz es La base dei a I ml d ón -elemento básico 
no sólo para la Industria química y pape lera, 
sino también para numerosos aditivos alimenta- 
nos. De este modo se pueden fabricaria fructo- 
sa y el jarabe de glucosa, contenidos en muchos 
produttosdulces, a partir dei almidõn de maíz. 

Trazabílidad en lugar de control 
de la deteççión 

Para la nueva identificaclón relacionada 
con la aplicación se deben crear “sistemas 
de irazabilídad” adecuados. Cualquiera 
que produzca ingredientes o matérias pri¬ 
mas agrarias a partir de OMG o comercie 
con ellos, está obligado a facilitar informa* 
ción de todos los OJVLG contenidos en un 
alimento o matéria prima al siguiente nivel 
de procesamlento, Los documentos debe- 
rán conservarse durante cinco anos. 

En cada momento deberá ser posible seguir 
la ruta de un OMG, desde su fabrícaciórt 
hasta el producto final [frorn farm to fork ), 
Junto con la autorizacíón, cada OMG reci- 
be un número de identificatión con el cual 
puede identíficarse en cada momento. 

El princípio básico de la “trazabilídad" y 
los requisitos de la economia alimentaria 
están definidos en un reglamento propio 
de la UE (1830/2003). Con este concepto 
de identificaclón, el consumidor recibe 
sólo informadón completa y fiable sobre si 
se han utilizado pie namente los sistemas 
de trazabilídad adecuados y si, además, es 
posible realizar un control. 

En Alemania, los “Lánder” tienen compe- 
tendas para verificar el estado de la ídenti- 


ficación. Sin embargo, si no se puede 
demostrar que un producto contíene DNÀ t 
no será posible efectuar un control directo. 
Para su verificadón, en tales casos se recu- 
rre la mayorfa de las ocasiones a documen¬ 
tos escritos, ya sean certificados o resulta¬ 
dos de ínvestigaciones de OMG en etapas 
de procesamiento realizadas prevíamentm 
Sólo se puede efectuar un control analítico 
en etapas previas de la cadena de procesa- 
mlento en que el DNA típico de los OMG 
todavia está prácticamente intacto. No obs¬ 
tante, sobre todo en ei comercio agrario 
internacional, seria difícil una comproba- 
ción completa. 

Valores umbral para rnezdas de OMG 

Slempre que los productos contengan casual¬ 
mente OMG y no sea técnicamente evítabie, 
éstos no tendrán obligacíón de ídentificar&e 
hasta llegar al valor umbral correspondíente. 

El valor umbral asdende a un 0,9% (en rela- 
ción con el ingrediente correspondíente). Sólo 
existe un valor umbral para aquellos OMG 
que están autorizados en la UE y que pueden 
dasificarse de forma probada como seguros. 
Para aquellos OMG que no están autorizados 
de forma conduyente en la UE, pero que ya se 
han sometido a una valoradón de segurídad 
científica, el valor umbral admitido asdende a 
un 0,5%, Después de un período de transición 
de tres anos se redudrá a un 0,0%. 

Los alimentos o ingredientes que no están 
fabricados a partir de organismos modifica¬ 
dos geneticamente (OMG), sino con la ayu- 
da de éstos, no están sujetos a identificaclón. 
Dicho de otra forma: un alimento sólo debe¬ 
rá identíficarse si procede de un organismo 
modificado genéticamente. 

El requisito de cada identificaclón es que las 
sustandas implicadas se consideren alimen¬ 
tos desde el pimto de vista jurídico. Entre 
las sustandas que no se consíderan alimentos 
se encuentran las sustandas auxiliares técni¬ 
cas {como las enzimas), las sustandas porta¬ 
doras (para aromas o vitaminas) o ias solucio¬ 
nes nutritivas para microorganismos (como 
en Ia reproducdón de levaduras). Las posi 
bles apiicadones de los OMG en “no alimen¬ 
tos" no predsan identificaclón. 

No existe una reladon directa entre alimentos 
y organismos modificados geneticamente, ni 
tampoeo existe una obligadón de identífica- 
cíón en alimentos o anímales que se han ali¬ 
mentado con piensos modificados genetica¬ 
mente: carne, salchichas, huevos, lecbe 
y productos lácteos. Los piensos propíamente 


dichos deben identíficarse obligatoria mente si 
están fabricados total o parcialmeme a partir 
de organismos modificados genéticamente. 

Los aditivos, las vitaminas y los aromas fabri¬ 
cados con la ayuda de microorganismos 
modificados genéticamente en princípio no 
están sujetos a identificaclón. En teoria, los 
microorganismos y los restos de éstos ya no 
pueden estar presentes en la sustanda corres- 
pondiente. Entre ellos se encuentran la vita¬ 
mina B 2 (ribofiavina), el glutamato y el aspar- 
tamo, fabricados en sistemas cerrados con 
la ayuda de microorganismos transgénicos. 

Algunos microorganismos que se utilízan en 
Ia industria alimentaria crecen en sustandas 
nutritivas (sustratos) que pueden constar 
de organismos modificados genéticamente. 
Sin embargo, los alimentos, los ingredientes o 
los aditivos producidos con estos métodos no 
proceden directamente de alimentos OMG., 



Eu la “tlerra 
prometida 1 * 
de ia biotecnolo¬ 
gia , Japân,atjn 
persiste ta 
fascinaricn. 


Los alimentos y los ingredientes fabricados 
con la ayuda de sustandas OMG no se iden¬ 
tificam Entre ellos se encuentran las levadu¬ 
ras de panadería que crecen en sustandas 
nutritivas que proceden de almidón de maíz 
transgénico, ademãs de la vitamina C o el 
ácido cftrico que se producen con la ayuda 
de microorganismos. Sus sustandas nutriti¬ 
vas (melaza) pueden obteneise, por ejemplo, 
de remolachas transgénicas. 

Desde el punto de vista jurídico, ias enzimas 
no se consíderan alimentos. Por tanto, no 
deben identíficarse si se han fabricado con 
la ayuda de microorganismos modificados 
genéticamente. 


junio de 2005: en Alemania se cultiva maíz 
Bt en algunos centenares de bectáreas en 
cultivos de prueba prácticos; sin embargo, 
aún no existe una. autorizacíón regular 
de variedades (ver www.transgen.de). 

Por gentileza de Transgen und 
bioSicherheít2005. 
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Cuadro 7.5 Insectos contra 
insectos: métodos alternativos 
para combatír parásitos 

Los investigadores de todo el mundo buscan 
métodos biológicos para combatír parásitos 
que respeten el medio ambiente. Asf, fioy se 
crfan millones de ejemplares de la avispa 
icneumón de tamano milimétrico, Tricho- 
gramma, “en una cadena de montaje” y se 
überan en los campos atacados por parásitos. 

Una sola hembra de Trthogramma pica hasta 
300 huevos de insectos daninos (por ejemplo 
mariposas de la col) y deja, respectívamente, 
uno de sus huevos dentro. Las larvas de Tticho- 
grarmua se comen luego eí huevo dei huésped. 


* §»«9 

»»»»* 



Mariquita (arriba) y avispa icneumón. 


Un ejemplo famoso fue la salvación de las 
plantadones de límoneros de Califórnia 
de la plaga de cochinílla en 1370. 

El germanoamericano Albert Kobeie habfa 
experimentado en su tíerra natal con las mari¬ 
quitas ( Coccinetla) como enemigos naturales 
de las cochinillas e introdujo mariquitas con un 
êxito rotundo: doce anos más tarde. Ias planta- 
ciones de limoneros ya no tenían cocfiinilla. 

Sin embargo, en Austraiia, de donde procedí- 
an las cochinillas de Nueva Califórnia, fueron 
bíen acogidas: como insectos útíles actuahan 
de parásitos en las opuntias, que se habían ile- 
vado allí conscientemente y luego proliferaron 
de forma salvaje, por lo que se querian volver 
a deshacer de ellas. 



Fíg.7.36 Aplicación 
de herbicida contra tas ita- 
madas malas hiérbas. 
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Flg.7.37 Logo de 
Round Up®, Lin herbicida 
con base de glifosato. 



Fig. 7.3S La agricultura 
ecológica permite que haya 
plantas silvestres en los bor¬ 
des de los campos (arriba). 
Un ramo de plantas silvestres 
de un campo de trigo. 


monocotiledóneas maíz y arroz, al igual que otras 
gramíneas, son las plantas alimentícias más impor¬ 
tantes que existenl 

La solución no ilegó de los protoplastos sino de Esta¬ 
dos Unidos, típicamente, mediante un disparo de una 
“pistola genética": la transferencia genética biolís- 
tica. En la Universidad Comell de Ithaca (Nueva 
York) se desarrollaron cânones en miniatura* Se colo¬ 
ca DNA plásmido en partículas de oro 0 de wolframio 
y luego se disparan a un tejido sin danar la célula. El 
DNA adsorbido permanece cuando la bala entra en la 
célula y se integra en el DNA genómíco en algunos 
casos, pocos, pero suficientes. De este modo se puede 
introducir DNA ajeno, tanto en el DNA dei núcleo 
como en el DNA de los cioroplastos* Otros métodos 
permiten introducir genes extranos solamente en los 
cromosomas dei núcleo celular. La gran ventaja de la 
transformación biolística es que puede utilizarse tam- 
bién para cualquier otro organismo, incluso para los 
animales vertebrados. 

■ 7.14 Plantas transgénicas: 
resistência a los herbicidas 

Las plantas manipuladas geneticamente se denomi- 
nan plantas transgénicas. Cada ano, agricultores 
de todo el mundo cultivan estas plantas modificadas 
genéticamente en mayores cantidades, En compa- 
ración con el ario 2003, en 2004 las superfícies don¬ 
de se cultivaban plantas transgénicas aumentaron 
un 20%, hasta los 81 millones de hectáreas* Dieci- 
siete países impiantaron comercialmente la ingenie- 
ria genética verde en su agricultura* En casi todas 
partes aumentaron las superfícies de cultivo 
(ver Cuadro 7.4). 

En Estados Unidos ya hay registradas más de 
30 plantas transgénicas. Algodón, patatas, mafz, 
coiza, habas de soja y tomates transgénicos, prote¬ 


gidos contra herbicidas, insectos daninos 0 vírus* 
Ya se han cultivado en más de 35 millones de hec¬ 
táreas de tierra. 

Aproximadamente el 10% de la eosecha media 
se pierde debido a las “maias hlerbas” (Figs. 7*3ó 
a 7.38)* El herbicida ideal debería ser activo en 
pequenas cantidades pero no impedir el crecimien- 
to de las plantas útíles, degradarse rápidamente y no 
alcanzar las aguas subterrâneas. Los químicos traba- 
jan de forma intensiva en Ia sustancia; los biotecnó- 
logos se concentran en la manipulación genética de 
las plantas útiles* El mercado de los herbicidas tíe- 
ne un volumen de ventas de 6000 millones de dóla¬ 
res americanos. 

La companía genética estadounidense Calgene 
logró ser la primera en introducir genes bacterianos 
en plantas de tabaco y petunias, que las hacen resis¬ 
tentes a la sustancia glifosato* De este modo, 
estas plantas resisten cantidades de herbicida 
Round Uff\ ei más vendido en Estados Unidos, 
que matarían a las plantas normales. El cliente 
de la empresa genética era Monsanto, el principal 
proveedor de Round Up* (Fig. 7*37), 

El glifosato dana las plantas porque inhibe una enzi¬ 
ma importante en el metabolismo de los aminoáci- 
dos (enol-piruvil-shikimato-fosfato-sintasa, la EPSP 
smtasaj. Se aislaron cepas de E. coli resistentes 
al glifosato, se obtuvo ei gen de la EPSP sintasa 
y se clonú. Seguidamente se transfirió el gen con 
Agrobâcterium a células de petunia, tabaco y babas 
de soja, Luego, estas células volvieron a convertirse 
en plantas completas* 

Las plantas obtenidas poseían una concentración 
mucho más elevada de la enzima y, por tanto, sólo 
sufrían danos a mayores concentracíones dei herbi¬ 
cida* Es decir, las “malas hierbas" se exterminaban, 
mientras que la planta transgénica sobrevivia.. 
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No obstante, los ecologistas ven este desarrollo de 
forma crítica. Reciben con escepticismo las medi¬ 
das dirigidas a exterminar por completo grandes 
superfícies de un factor tíanino* Sin embargo, es 
justo reconocer que ei giifosato es uo herbicida sis¬ 
témico excelente, que permite aplicar dosis ínfi¬ 
mas, mantiene ia carga ecológica a niveles extre¬ 
madamente bajos y apenas deja restos en las plan¬ 
tas y el suelo. 

Desde el punto de vista ecológico, más interesante 
que proteger ias plantas aumentando su contenido 
enzimático es la utilización de las plantas íransgéni- 
cas, que degradan de forma activa ei herbicida y, por 
tanto, descontaminan. Sólo de esta forma se puede 
evitar una acumulación dei herbicida. 

Esto lo ha logrado el herbicida BasfàP. Su principio 
activo es la fosfinotricína, PPT. Basta® inYúhe la sín- 
tesis dei aminoácido glutamina en la planta mediam 
te la glutamina sintetasa (GS) [Fig. 7.39). De este 
modo, el amoníaco tóxico que mata las células no 
se procesa y se acumula* Se aisló el gen para una 
enzima que modifica la PPT (la acetila, PPT acetil- 
transferasa) a partir de los estreptomicetos y se 
transfirió ai tabaco, a las patatas, a la colza y a otras 
plantas. De esta manera se anula la inhibición de la 
formación de glutamina en las plantas transgénicas, 
pero no en Ias malas hierbas dei entorno. 

Durante tres anos, en tres regiones de Inglaterra 
de diferente clima se estuvieron utilizando plantas 
de colza resistentes a Basta® para estudiar su entre- 
namiento ecológico en comparación con las plantas 
de colza convencionales. Los resultados, publicados 
en Natureen 1993, dieron lugar a discusiones acalo¬ 
radas: las plantas de colza transgénicas tenían 
un "menor potencial medio de invasión" que las no 
transgénicas. Los que se oponen a su implantadón 
siguen criticando hasta ei momento que los experi¬ 
mentos tipo síempre son incompletos y que, en con¬ 
junto, la colza transgénica sí es inferior en promedío, 
pero en lugares concretos de Inglaterra también 
podría ser superior. 

■ 7.15 Insecticidas biológicos 

En algunos países en vias de desarrollo, aproxima¬ 
damente el 80% de ias cosechas se ven aniquiladas 
por insectos y roedores* En Europa se producen pér- 
dídas dei 25 al 40%, En los países tropicales también 
se teme a los insectos por ser transmisores de mala- 
ria (mosquito Anopheles) 0 de la enfermedad dei 
sueno (mosca tsé-tsé). En cuanto a número 
de enfermos, la malaria, con 300 millones de nue- 
vos casos anuales, se encuentra en la cúspide 
de todas las enfemiedades mundiales. 



Se acumula 
amoníaco tóxico 


luta mato] 


\ 

Hf* 

✓ 


Glutamina smtasa (GS) 


PPT (Basta®) 



AcetiEtran 

PPT 



Fig. 7,39 Glutamina slntasa 
(arriba). La fosFinotrlcina 
(PPT) inhíbe la glutamina 
sirtasa (GS) de las plantas, 
una enzima central 
Se acumula amoníaco 
(aquí se muestra la GS bac- 
teriana) y las malas hierbas 
mueren acausadeello, 
Abajo: parekontrario, ta 
atetiltransferasa PPT en las 
plantas transgénicas acetila 
el grupo amino de La PPT 
y de este modo ínactiva ia 
PPT; ya no hay in hibición de 
la GS y tas plantas crecen. 


Por este motivo, es imprescindible combatir der- 
to s insectos. Hasta ahora esto se realizaba con 
médios químicos. Sin embargo, ios insecticidas 
no sólo eliminan los parásitos, sino también 
muchos otros insectos que entran en contacto con 
ellos. De este modo, perturban ei sensible equilí¬ 
brio ecológico. Además, hay otros seres vivos 
que se envenenan paulatinamente, como los pája- 
ros que comen insectos 0 el águíla marina de cabe- 
za blanca (ei símbolo de Estados Unidos) que come 
peces, que se hallan al finaJ de la cadena alimenta¬ 
ria. Finalmente, los restos de insecticida llegan 
también, por Ia cadena alimentaria, al hombre. 
Además, los insectos daninos de todo el mundo 
desarrollan una fuerza de oposición (resistên¬ 
cia). Para combatirlos, 0 se incrementa Ia cantidad 
de veneno 0 hay que utilizar insecticidas nuevos. 
[Un círculo vicioso! 



Fig. 7.40 Crista Les de 
proteína tóxicos procedentes 
de Badlius tburingiensis. 
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Cuarfro 7*6 Opinión de los expertos: 

El maÍ2 Bt era Aleman ia 

E] maíz Bt se protege de ser devorado por las 
larvas de los parásitos gradas a la produedón 
de una proteína de Bacíllus thuríngiensis. 

Es uno de los p ri meros productos dela bio¬ 
tecnologia verde y por ello, está muy bien 
considerado por la oplniôn pública, Adernas, 
existe maíz tolerante a los herbicidas, como 
por ejemplo el maíz RoundupReadf* 

(en Estados Unidos se cultiva comerdalmen- 
te desde 1998), que gradas a su tolerância 
ai herbicida Roimdujf permite controlar 
un amplio espectro de malas hierbas. 



Maíz (Zea moys) 


En la actualidad, la empresa Monsanto ofre- 
ce diversos productos blotecnológicGS a base 
de maíz: el maíz resistente a los insectos 
YfeldGarcF-Comborer-que, desde 1997 se 
cultiva comerdalmente en Estados Unidos- 
se distingue por su protección eficaz contra 
ei pitai dei maíz, ia cuaí dura todo el período 
de cultivo, El YieldGmP Rootworm destaca 
por una resistência incorporada contra el 
escarabajo dei maíz y se cultiva en Estados 
Unidos desde 2003. 

Los d emas productos son combinaciones de 
estos: la protección combinada de Roundup- 
Readf y FieldGmf* Cornbom, introdud- 
da en Estados Unidos en 1999, otorga a las 
plantas, por ejemplo, tolerância al herbicida 
Rounduffi y al mismo tiempo evita que 
las devore el pirai dei maíz, En el aho 2005, 
en Estados Unidos estaba previsto introducir 
en el mercado el maíz YieídGarcFTlus/ 
RomdupReadjP, que contiene las tres 
innovadones de mejora. Próxímamente este 


maíz será tolerante al Roundupft y al mismo 
tiempo estará equipado con una amplia pro- 
tecdón contra los parásitos dei maíz más 
importantes -ei pirai y el escarabajo. 

£Qué experiencía se tiene en Alemania? Se 
probó ampliamente el maíz Bt con protección 
frente a los parásitos en cultivos práctícos. 



|r 

I Pírul dei maíz 
■ (mariposa v larva). 

Ataques y pérdidas 

Partiendo de las zonas clãsicas atacadas por 
el pirai dei maíz, situadas al sur de la línea 
dei rio Main y en algunos lugares prósperos 
de Alemania Oriental (por ejemplo Gder- 
bruch), recientemente está aumentando 
notablemente el ataque y se observa sobre 
todo en Renania dei Norte-WestMa, Thü- 
ringen, Sajonia, Sajonia-Anhait y Branden- 
burgo. Actualmente, en Alemania existen 
más de 300 000 hectáreas de superfície 
cultívable afectadas. Los danos financieros 
produddos por el pirai dei maíz oscilan 
según ias regiones y de un ano a otro. 

Con un panorama conservador de 100 000 
hectáreas afectadas de mafz para grano, 
en Alemania se equílibrarãn las pérdidas 
de ingresos por ataques dei pirai dei mafz, 
dei 5%, con aproximadamente 40 000 
toneladas de mercancia seca. Esto corres¬ 
pondería a unas pérdidas por valor de 
4,4 míllones de euros, Para un 20% de pér¬ 
didas de ingresos se deberían compensar 
entonces 17,6 millones de euros, 

En cualquier caso, debido al estrés fisiológi¬ 
co, los ataques dei pirai dei maíz daíian e! 
rendimiento de ingresos produddos por ias 
plantas dei mafz y de este modo, reducen el 
valor dei pienso, Además, en las partes devo¬ 
radas por el parasito en las plantas se asíen- 
tan mohos (fusarías) que pueden formar sus- 
tancias tóxicas para la saiud (micotoxínas). 
Una protección contra el pirai lo más com¬ 
pleta posible tamblén proporciona, en este 
caso, otra ventaja decisiva, ya que permite 
reducir el ataque dei hongo en Ias cosechas. 



Dafios en el maíz causados por la larva dei pirai 


Cultivo práctico de maíz Bt 

Aunque en todo el mundo se cultivan más 
de 20 millones de hectáreas de mafz Bt des¬ 
de que se introdujo en 199Ó, la parte corres- 
pondiente a Alemania es hasta la fecha muy 
modesta. En este país se culüvaron entre 
1998 y 2004 vários centenares de hectáreas 
de mafz Bt en cultivo práctico. 

Entre 1998 y 2002, en zonas atacadas 
de Baden-Württemberg (Valle dei Rin) 
y Brandenburgo (Oderbruch) se realizaron 
ensayos comparativos en grandes parcelas 
con mafz Bty con Ias especies convencíona- 
les correspondi entes, conjuntamente por 
parte de las empresas Syngenta Seeds, 
Pioneer Hi-Bred Northern Europe GmbH 
y Monsanto Agrar Deutscbland GmbH, 
y en parte en colaboración con el servido 
oficial de protección de plantas. 

La consideración de las avíspas icneumón 
( Trichogrãmma] y las variantes de insectici- 
da permitieron valorar los diferentes métO' 
dos para combati r los ataques dei pirai dei 
maíz en condiciones medioambientales idên¬ 
ticas, Los híbridos Bt utilizados en ias prue* 
bas están autorizados en la UE para su culti¬ 
vo. El cultivo práctico en Alemania se produ- 
jo con especies que se encontraban en el pro- 
ceso de verifkadón de especies alemán 
o que ya estaban autorizadas en otros países 
de la Union Europea, 

Cotnparadón experimental 

En parcelas grandes contíguas de un mínimo 
de 0,5 hectáreas, por cada elemento de 
prueba se verifico lo sigulente: 

Maíz Bt / control $in tratamiento / insecticb 
das autorizados / proceso Trichogrãmma 
que se puede obtener comercialmente. 

Eu el control sín tratamiento en el Valle dei 
Rin, cada ano la plaga de pirai dei maíz osci- 
iaba entre 0,11 y 0,42 larvas por planta de 
maíz. La presión dei parásito era notabie- 
mente superior en Oderbruch en todos los 


190 













Biotecnología verde 


anos examinados en las parcelas sín protec- 
ción contra el pirai; oscilaba entre 0,óB 
y 1,18 (H larvas por planta. Las aplicaciones 
de insecticida produjeron tina reducciún 
clara de la plaga, La introducdón de Trícho 
grammâsôl o tuvo un efecto satisfactorio 
en el Valle dei Rin, En Gderbruch, a pesar 
dei tratamiento con avlspas icneumón, un 
promedio dei 70% dei maíz resultó atacado 
por el parasito. 

En las parcelas de maíz Bt, salvo unas pocas 
excepciones que se debían principal mente 
a mezdas de semilias normales (pocas plan¬ 
tas no portadoras dei gen resistente), no se 
encontraron larvas de pirai. A$í de claros 
son tos resultados de los efectos biológicos 
dei proceso. El uso de insectiddas produfo 
en las parcelas correspondientes de ambas 
reglones una reducción dara dei pirai, de 
más dei 80%. 



En función de la gran cantldad de larvas que 
aún habfa en las parcelas de Trichogramma, 
allf los efectos sólo fueron de un 59% (Valle 
dei Rin) o de un 29% [Gderbruch). Por el 
contrario, con el maíz Bt se alcanzó un con- 
trol completo dei parásito. 

Los rendímíentos absolutos de los híbridos 
dei maíz fueron diferentes de un ano a otro 
en los distintos entornos en función de las 
expectativas. Sin embargo, la tendenda era 
clara: cuánto más efectívo era el proceso para 
controlar el pirai, mayor era la cosecha 
de gr anos de maíz. Independlentemente de 
la regjón, la diferencia entre controí sin trata* 
miento y la variante dei maíz Bt era más 
o menos de una tonelada de granos de maíz. 

Si se consideran los rendimentos relativos (el 
control sín tratamiento corresponde a un ren- 
dimiento dei 100%), la aplicación de Tricho- 
grâmma produce un rendimlento adicional dei 
2 al 3%. Con la aplicación dei insecticida, en el 
Valle dei Rin se produjo un crecünlento medio 
de un 7% y en Oderbruch de un 10% de Ia 


cosecha superior de granos de maíz. En rela- 
don con los efectos biológicos preferentes arri¬ 
ba mencionados contra el pirai dei maíz, se 
obtuvo la mejor garantia de rendimlento 
(14 o 15%) contra e! pirai con el maíz Bl 

Cálculo de Ia rentabilidad 

Por cada tonelada de granos de maíz (produc- 
to seco) un agricultor obtiene aproximada¬ 
mente 110 euros. Para el uso de Tríchagram 
ma hay que calcular unos costes de producto 
de aproximadamente ó0 euros por hectárea. 
El sembrado manual doble se calcula en 
15 euros. La aplicación de insecticida (pro¬ 
ducto y única aplicación) cuesta al agricultor 
aproximadamente 40 euros por hectárea. 

El precio adicional de las semilias de maíz Bt 
asciende aproximadamente a 35 euros por 
hectárea. En nínguno de los anos de cultivo 
se amortizaron directamente los costes de 
la aplicación de Trichogrâmma. Mediante el 
efecto limitado de] pirai y los costes dei pro¬ 
ceso relativamente elevados, se produjeron, 
en comparadón con el control sin tratamien¬ 
to, perdidas medias de 52 euros (Valle dei 
Rin J o de 57 euros (Oderbruch) por hectárea. 

Por el contrario, con ios insectiddas se obtu- 
vieron ingresos adicionales de 18 euros por 
hectárea en el Valle dei Rin y de 55 euros 
por hectárea en Oderbruch. A causa de 
los costes de producción bajos y dei elevado 
efecto biológico contra el pirai dei maíz, el 
agricultor obtuvo con el maíz Bt una media 
de 84 euros o 93 euros más por hectárea. 

Otra ventaja dei cultivo de maíz Bt es que 
sólo se controla de forma selectiva el parasi¬ 
to, mi entras que los insectos ütiles no se ven 
afectados. Además, el maíz Bt está protegido 
durante todo el período de cultivo y con una 
protección segura en función dei clima fren¬ 
te a danos causados por el pirai dei maíz. 

Es fácil de manipular, elimina las consídera- 
clones relativas a los costes elevados de la 
sítuadón de la plaga (control de la propaga- 
ción) dei pirai y evita tener que recorrer 
el terreno para fumigar. El maíz Bt puede 
desarrollarse sin problemas y aprovechar 
por completo su potencial de benefícios. 



Et Dr. Norbert MulLe- 
deres eíínvestigador 
principal deJ proyec- 
to de biotecnologia 
de Monsanto Agrar 
Deutschland GmbH. 



Ffg. 7. ífi La polémica dei 
mafz transgénico (arriba). 

En junio de 2005, ta Comísión 
de la UE fracasõ a ia hora de 
levantar una prohibícion de 
cultivo de una variante d et 
maíz Bt, ya que debido a expe¬ 
rimentos con ratas habFa 
d Lidas sobre Ea satud, En gene¬ 
ral* en et cultivo dei maíz Bt se 
necesitan menos insectiddas. 
Centro: campos de pruebas 
para determinarei índice de 
liberadón de polen a la 
atmosfera (vista aérea). 
Abalo: las orugas de Ea popular 
mariposa monarca (Dounos 
píexippus) se estuvieron inves¬ 
tigando en Estados Unidos 
durante cinco afios de forma 
intensiva para ver si sufrían 
danos por el polen dei maíz Bt. 
Bubo algunas orugas que 
sufrieron danos en condicio¬ 
nes de La borato rio extremas, 
pero no ei conjunto de la 
poblactón. Por el contrario* 
esta fue atacada por los 
insectiddas. 
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Fig. 7.42 Preparado 
de B. thuringensís contra 
eí escarabajo de la patata. 



Fig, 743 Larvas de escara- 
bafo de la patata. 



Fíg. 7.44 Medidor de pólen 
para calcular d índice de 
poíen desprendido a la atmos¬ 
fera por las plantas transgéni- 
cas. Sobre todo en el caso 
de la colza, se teme una ínter- 
acción con atras crucíferas 


(mostaza silvestre, rabanillo). 



Fig. 7.45 Los preparados 
a base de R thuringiensis 
son inocuos para las abejas. 


BãcÜlus thuringiensis , descubierto en Thiirin- 
gen, ha resultado ser un excelente aniqui.Iad.or 
de orugas. Se pulveriza sobre los campos y las oru^ 
gas se Io comen con los alimentos. En primer lugar, 
los microbios sólo forman proteínas eo forma 
de cristales de baja toxicídad (Fig, 7.40], las euales 
se convierten en el intestino de ias orugas en su for¬ 
ma venenosa y lo perforan. AI tnismo tiempo, 
se paralizan los mecanismos de alimentación. 
La oruga moere a causa de ello. Bâcillus thuringien- 
sisse produce en grandes cantidades en biorreacto- 
res. Basta una tonelada dei preparado microbiano 
toxina Bt (Fig. 7.42) para liberar de insectos dani- 
nos 300 hectáreas de bosque, campos de nabos, 
algodón 0 plantadones de frutales. 

Existen nuevas cepas bactetianas que tienen 
un efecto particular contra las larvas dei escaraba- 
jo de la patata (Fig. 7.43). Algunos parásitos de los 
bosques, como los enrolladores dei roble y diversos 
tipos de ararias, pueden eliminarse de forma selec- 
ti va, ai igual que las moscas caseras y las orugas 
de zurrón, sin matar otros insectos y abejas. 

EI subtipo israeíensis de Bâcillus thuringiensis ha 
resultado ser eficaz contra los mosquitos. Anterior¬ 
mente, a menudo se producfan danos graves para 
todo el mundo animal debido a la utilízadón de 
insecticidas. En los centros de jardinería alemanes ya 
se puede adquirir un preparado para el jardín obteni- 
do a partir de B. thuringiensis var. israeíensis, Éste 
actúa de forma especial contra las larvas de mosqui¬ 
to y no contra otros insectos Mies, como Ias abejas 
(Fig, 7.45], y es totalmente inocuo para los humanos, 
los peces y los animales de sangre caliente. Sin embar¬ 
go, a pesar de todos estos esfuerzos, el consumo de 
toxina Bt sígue siendo bafo en comparación con el de 
otros insecticidas, y está limitado a cultivos especia- 
les. Las radiaciones UV la degradan rapidamente. Por 
lo general, no puede aicanzar las rafces de las plantas 
ni los insectos que se hallan en los tallos de éstas. 

El sígulente paso es lógico: jaislar el gen Bt, multipli¬ 
caria e introducirlo en plantas de cultivo con Agro- 
bacteriunt De este modo sólo se alcanzaría a los 
insectos que actúan de parásitos en estas plantas 
transgénicas. El maíz Bt transgénico y resistente 
ai pirai dei maíz (denominado por los críticos “maíz 
genético”, Cuadro 7*0} ya está autorizado en Estados 
Unidos y se está probando en Alemania, a pesar 
de las protestas. En el algodón, el tabaco, los tomates, 
las patatas y los álamos se íntroducen genes Bt. 

^Los insectos no se hacen resistentes al maíz Bt? 
Con una presión selectíva masiva, así podría ocurrir. 
No obstante, hasta ahora, en Alemania no se han 
descubierto todavia animales resistentes. 


No es que los animales se vayan a marchar de los 
campos de Bt a los campos con plantas no transgé- 
nícas. Los insectos que crecen en las plantas 
no transgénicas no están sometidos a una presión 
selectíva. Los genes resistentes recesivos (suprimi¬ 
dos) en los insectos no reciben venta]as selectívas. 

En Estados Unidos, los granjeros están obligados 
a reservar, cerca de los campos Bt, otros campos para 
plantas no Bt, En Ia actualidad, la reserva de tales 
superfícies de refugio se considera la medida más 
importante para evitar que aparezcan parásitos resis¬ 
tentes al Bt y retrasar su propagacíón. Estas superfí¬ 
cies se encargan de que los parásitos “normales”, no 
resistentes, sobrevivan y posteriormente -si existen- 
se puedan aparear con parásitos resistentes de los 
campos de maíz Bt cercanos. Si se parte de genes 
resistentes recesivos, los descendientes con mezcla 
genética (con sólo un alelo de resistência] no sobre- 
viven en el maíz Bt, Para garantizar esto, las plantas 
Bt deberán contener toxina Bt en cantidades lo sufi¬ 
cientemente elevadas para poder matar insectos no 
resistentes (y no homozigotos resistentes). 

Para los grandes granjeros estadounidenses es fácü 
resarcirse de tales perdidas de refúgios. Sin embar¬ 
go, se dice que el cumplimlento de las normas se 
controla de forma laxa. Pero en Europa esto afecta 
a los pequenos agricultores, que no tienen superfí¬ 
cies adicionales para usar como refugio. 

Otra cuestiôn que se Investiga es si los genes resis¬ 
tentes a Los herbicidas se pueden transmitir de las 
plantas de cultivo a las malas hierbas. En tal caso, 
éstas crecerían en estado más salvaje que nunca 
(por ejemplo, de Ia colza transgénica a sus parientes 
la mostaza silvestre y el rabanillo). 

Por lo general, las plantas modificadas genética¬ 
mente no pueden resistir mejor en la naturaleza. 
Al menos, hasta ahora esto no se ha refutado, Se cul- 
tivan en los mismos lugares donde se cultivan plan¬ 
tas no manipuladas y, por tanto, no son nuevas espe- 
des devastadoras para el ecosístema como la bran¬ 
ca ursina en Europa 0 el conejo en Australia. 

ti cómo se comportan en cuanto a la liberadón de 
polen a Ia atmósfera? (Fig. 7.44] Esto se ha Investi¬ 
gado de forma intensiva para el maíz Bt. Hasta el 
momento, los resultados obtenídos en experimentos 
en Alemania indican claramente que el porcentaje de 
las pruebas de cosechas disminuye rápidamente cuan¬ 
to más se aleja de la parcela de maíz Bt (Fig. 7.41). 

Los porcentajes de OMG (organismos modificados 
genéticamente) situados sobre el umbral dei 0,9% 
determinante para su identificadón sólo se locali- 
zan dentro de una franja de diez metros de ancho 
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directamente junto al campo de maíz Bt. A mayor 
distancia, por lo general los valores de OMG 
se hallan por debajo dei umbral dei 0,9%. La medi¬ 
da consistente en plantar simultáneamente espedes 
de mafz de floración temprana y tardia no es ade- 
cuada en la práctíca para evitar invasiones de OMG. 

El maíz convencional que se cosecha en una franja al 
margen de diez metros de ancho dèberfa estar sujeto 
a la obligación de identificaeión, ya que se espera que 
tenga una proporción de OMG superior al 0,9%. El 
mafz situado a mayor distancia no precisa identihca- 
ción debido a la baja proporción de OMG, y se podría 
consumir sin limitaciones ni reservas (Cuadro 7.4). 

Por consiguiente, los agricultores que cultivan mafz 
Bt deben prever una franja de separación de veinte 
metros alrededor de las superfícies donde se cultiva 
mafz OMG. De este modo se descartarán amplia- 
mente los posibles danos económicos motivados 
por cruces con cultivos vecinos. 

■ 7.16 Clave les azules 
y tomates “antifofos" 

El gen portador de la “enzima de la iuciémaga*, 
la ludferasa f se aisló con êxito en las células dei taba¬ 
co. Guando el sustrato lueiferina liegó a la planta con 
e! agua de riego y con el ATP rico en energia se trans- 
formó mediante la luciferasa, iy las plantas transgéni- 
cas verdaderamente empezaron a iluminarse de ama- 
rillo verdoso! Ei gen de la luciferasa sirve a los cientí¬ 
ficos como marcador fáciimente reconocible, al indi¬ 
car qué genes se han “conectado” en quê partes de la 
planta (la Fig, 7.46 muestra esto para ia GFP, Gap. 8), 

Actualmente, la fantasia ya (casi) no tiene limites: 
la empresa australiana Florígen concedió una licen¬ 
cia para claveles azules transgénicos a la destiie- 
rfa japonesa de whisky Suntory: se transfirió a los 
claveles un gen de las petunias (Fig. 7.47)* La enzi¬ 
ma de las petunias generó en el clavel un pigmento 
azul maravUloso. 

Los pigmentos principales de las plantas proceden 
de las antocianinasy de los carotenoides amarillos. 
Los tres pigmentos vegetales primários son la ciani- 
dína, la pelargonidina y la delfinidina. La enzima 
dihidroflavinol reductasa (DFR) modifica todos los 
precursores de pigmentos incoloros en los produc- 
tos cobreados* Cualquier mutación dei gen DFR 
da como resultado flores blancas. 

En los claveles falta el gen de la síníesis de la delfini- 
dina. Florigene transfirió el gen de la delfinidina 
de las petunias azules a los claveles y lo combino 
con el gen mutado DFR dei clavel. Por consiguiente, 
los claveles eran incoloros y solo se colorearon ligera- 


mente con el azul de las petunias. El resultado fueron 
los claveles azules Moondust y Moonglow, un gran 
êxito en el mercado japonês y en el americano. 
Sin embargo, el objetivo soriado son las rosas azules 
(Fig. 7.48), que parece que pueden generarse 
mediante el RNA de interferencia (RN Ai, Gap. 10). 

Por el momento, una gran mayorfa de alemanes 
rechaza (todavia) los alimentos produridos genética- 
mente; sin embargo, al mismo tíempo, otro grupo está 
a favor de la biotecnologia cuando se trata de temas 
de salud* Casi ningún diabético alemán rechaza la 
insulina, que se produce por manipulación genética* 

Los tomates son el cultivo preferido de los agricul¬ 
tores y los consumidores: ;en Alemania se consume 
casi medio míllón de toneladas de tomates al ano! 

Los tomates transgénicos, que maduran más lenta- 
mente, tienen una piei mas gruesa y contlenen un 
20% más de almidón, por lo que constituyen una 
fuente de alegrfa para los productores de ketchup. 
El tomate “antifofo" no madura hasta que los con¬ 
sumidores lo desean y no se pudre tan rapidamente 
(Figs. 7.49 y 7.50). 

La empresa californíana Calgene inc. tuvo una idea 
al respecto: hasta el momento, los tomates se reco- 
gen verdes para evitar que maduren y se reblandez- 
can antes de que lleguen al mercado. Se les inyecta 
etileno para que adquieran color rojo, pero no de- 
sarrollan un sabor verdadero* Por el contrario, en el 
caso dei tomate transgénko, las frutas se quedan 
en la planta hasta que maduran. 

El gen de la enzima poligalacturonidasa (PG) hace 
que la pared celular de los tomates primero se reblan- 
dezca y luego quede desprotegida frente a las bacté¬ 
rias. La enzima degrada la pectina (Gap. 2). El senti¬ 
do de los frutos consiste precisamente en la rápida 
propagación de las semillas que contienen. 

Ahora se ha “desconectado” el gen de forma seiecti- 
va y se han obtenido tomates FlãvrSãv?' 1 (que pre- 
servan el aroma). ^Córno se desconectan los genes? 
Se utiliza la técnica antisense (en inglês, contra- 
sentido). Se trata de una nueva técnica de gran 
importância, y por eso se explica con el ejemplo de 
la poligalacturonidasa (PG): el gen (en la doble héli¬ 
ce dei DNA) de la PG se transcribe en el núcleo celu¬ 
lar mediante la polimerasa a RNA mensajero de una 
hebra para la PG (RNAm de PG), luego logra llegar 
al ribosoma a través dei citoplasma y seguidamente 
se traduce alli. Los aminoácidos correspondientes se 
combinan formando la protefna de la PG, la cual 
se pliega convirtiéndose en la enzima activa PG. 

<;Cómo se puede evitar esto? Se introduce un gen 
sintético anti-PG en el DNA dei núcleo celular, que 



Fig. 7.46 En la transferencia 
genética de la proteína de 
fluorescência verde (GFP), 
en las células vegetales se 
puede hater bien visible 
el resultado, la expresíon 
en la proteína. 



Fig. 7.47 Claveles azules 
transgénicos por transferen¬ 
cia genética a partir de petu¬ 
nias {arriba a la dereeha); 
abajot el resultado de 
la transferencia genética. 



SUNTORY 



Fig. 7*40 El primer resultado 
de Suntory en ei campo de 
la biotecnologia verde (arri¬ 
ba) y la representación de 
tas rosas azules (abajo). 
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Fig. 749 Uno de los cultivos 
preferidos de la biotecnolo¬ 
gia verde y de los consumi¬ 
dores: los tomates. 

Arriba: cartel de la empresa 
Galge ne que fiaee propagan¬ 
da para que se com prenda 
!a tecnologia dei tomate 
flavrSavr 1 *, 

Centro: los tomates se 
recogen verdes y madurar 
posterior mente, 

Abajo: de momento, 
en China nadie qulere saber 
si estos tomates están mani¬ 
pulados genêticamente o no, 
Tienen un sabor" normal " t 
pero sorprend entemente 
se conservan durante mucho 
tíempo. 



Fig, 7,50 Originales 
protestas contra los alimen¬ 
tos genéticos (Greenpeace 
Attac) con "tomates gigan¬ 
tes deotho metros". 


al transcribirse se convierte en antí-RNAm de PG* 
Éste es complementario [o una imagen especular] 
dei RNAm PG. 

<iQué sucede ahora cuando ambos se encuentran 
de camino hacia el ribosoma? [Ambos son hebras 
simples y se unen en una doble hebra! No obstante, 
el ribosoma ya no acepta una doble hebra y la célu¬ 
la lo degrada como “DNA extrano”* \De esta forma 
se ínterrumpe la producción de PG! 

Esta misma técnica antisense se utiliza cada vez más 
también para medicamentos* Ásí ha surgido una da- 
se nueva de productos blotecnológicos* La empresa 
Isís Fharmaeeutícals (Carlsbad, Caiifornia) obtuvo 
en 1998 la autorización de la Food and DrugAdmí- 
nistration (PDA) para fabricar el pritner medicamen¬ 
to antisense , Vttravené ®, con el princípio activo for- 
mlvirsen. Con éste se puede curar por vez primera 
la retinitis por cítomegalovírus, una enfermedad de la 
retina en pacientes de sida, que si no se trata produce 
ceguera de forma irremediabie. Actualmente también 
se están desarrollando medicamentos contra et câncer 
y antiinflamatorios con la base antisense (Gap, 9)* 

■ 7.17 iSon peligrosos Los alimentos 
genéticos? 

“Tomate genético, maíz genético, alimentos genéti¬ 
cos” -todos estos conceptos son confusos. 

Todas las plantas que comen tos hombres 0 los ani- 
males contienen, obviamente, genes 0 DNA* Con 
los alimentos “normales”, cada indivíduo íngíere 
diariamente aproximadamente un gramo de DNA, 
con independencia de que este DNA provenga de 
animales, plantas 0 bactérias, y los seres humanos 
no Io modifican. Los genes 0 el DNA son, ante todo, 
informacíón biológica* Como parte integrante de la 
alimentación constituye un produCto químico ino- 
cuo que se descompone rápidamente en el estôma¬ 
go 0 en el intestino. 

El tomate antifofo fue el primer alimento genético 
autorizado de la historia* La Food and DrugAdmi- 
nistration (FDA) verifico si las características -no 
los métodos de producción- cumplfan ias normas 
de 1992 relativas a seguridad para el consumo, 

El hecho de utilizar un gen para la resistência fren¬ 
te a los antibióticos no constituía un riesgo de segu¬ 
ridad para la FDA, que opinaba que el tomate 
de Calgene no se diferenciaba de forma significati¬ 
va de un tomate no manipulado y tenía las caracte¬ 
rísticas esenciales de un tomate normal, es decír, 
que era tan seguro como un tomate cualquiera, 

No obstante, finalmente, el tomate genético no tuvo 
êxito: no alcanzó una “incorporacíón amplia en el 


mercado”. El tipo inicial no era de una calidad espe- 
eíalmente buena y los tomates madurados en la mata 
fueron danados por las máquinas recolectoras, que 
estaban disenadas para frutos duros y no maduros. 

^Pero qué sucede cuando un producto transgénico 
tiene verdade ram ente mejor sabor y contiene 
menos pesticidas y más sustandas nutritivas 
(vitaminas, aceites) que los productos anteriores, 
además de ser más barato? 

Ya se han producido patatas transgénkas (Fig. 7.51) 
con un contenido de amilopectina (almidón ramifi¬ 
cado) un 25% mayor. La amilopectina es más ade- 
cuada para su procesamiento que ia amilosa no 
ramificada. 

En el Instituto Max Planck de fisiologia vegetal mole¬ 
cular de Golm (Brandenburgo) se ha desarrollado un 
nuevo tipo de patata: gracias a la introducción de dos 
genes, en su tubérculo no só lo se forma almidón sino 
también hidratos de carbono especiales: el fructano 
(también denominado inulina). A estas fibras dietéti¬ 
cas, abundantes en las alcachofas y en Ia achicoria, 
se les atribuye un efecto beneficioso para la salud* 

Por una parte, la patata con fructano aún está lejos 
de introdudrse en el mercado, pero por otra parte 
constituye un organismo modelo ínteresante para 
la investigadón de la seguridad. 

El elemento básico es la fructosa, la cual se une 
en moléculas largas y en forma de cadena. Estos 
enlaces entre las unidades de fructosa no pueden 
romperias las enzimas digestivas humanas. 

La consecuencia es que, al contrario dei almidón 
vegetal, los fructanos pasan por el estômago y el 
intestino delgado sin sufrir modíficaciones. En el in¬ 
testino grueso potencian el crecimiento de determi¬ 
nadas bactérias que se consideran útiles, Así pues, 
los fructanos son fibras dietéticas con un efecto pro- 
biótico: mejoran ia flora intestinal por el hecho de 
potendar las bactérias “buenas” a costa de las 
“malas". Esto no sólo favorece una buena digestión 
y una mayor absorción de ciertas sustancias mine- 
raies. Algunos estúdios observaron incluso indícios 
de una mejora en ios valores de lípidos en la sangre 
(menos colesterol} y un descenso dei riesgo de cân¬ 
cer de intestino grueso. 

Míentras tanto, otros alimentos enriquecidos con 
fructanos 0 con otros oligosacáridos han obtenido 
un gran êxito en el mercado* En la mayoría de Ias 
ocasiones, tales yogures y postres lácteos combínan 
suplementas de fructano [prebíótícos] con ciertas 
bactérias dei ácido láctico “sanas", como el LC1 0 
las cepas de bffidus [probióticos], a fin de comple^ 
tar sus efectos positivos. 
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Después de que el Instituto Max Planck de Golm 
lograse encontrar los genes para las enzimas de la bio- 
sfntesis de fructano en el genoma de la alcachofa y los 
transfiriese ai genoma de la patata, los tubérculos de 
Ia patata verdaderamente produjeron fructano -en 
su variante de cadena larga y especialmente estable 
en Ia digestlón, como es típico en las alcachofas. 
Las patatas de Golm contienen hasta un 5% de frue- 
tano (en relación con la masa seca); de todas mane¬ 
tas, todavia faltan algunos anos hasta que los consu¬ 
midores puedan comprar en los comércios estas pata¬ 
tas nuevas para poder equilibrar la baja ingesta de 
inulina de su alimentadón diaria. 

Las variedades de colza y soja transgénicas con 

un mayor contenido en el aminoáddo esencial Usi¬ 
na tienen más valor nutritivo. La colza transgénica, 
con un espectro modificado de ácidos grasos, se 
convierte en competidora de las palmeras de aceite: 
el ácido laurínico (C l2 ) es una matéria prima impor¬ 
tante para la fabricación de tensoactivo soluble en 
agua fria. Solo se encuentra en el aceite de coco y 
en el de semillas de palmera. Hl aceite de semillas 
de colza transgénica contiene ahora ácido laurínico. 
Malasía, el principal productor de aceite de palma, 
ve esto como una amenaza real: <Jhay que cultivar 
colza en lugar de palmeras? 

Las remolachas resistentes a los vírus resisten al 
BNYW (beet necroticyeílow vein viras) (Fig. 7.52), 
que ataca las hojas y reduce la producción de azú- 
car. Utilizan el troco dei erizo en e! cuento de los 
Hermanos Grimm: “j-Ésfoy aquíl", dicen alternati¬ 
vamente el erizo macho o su mujer, que es igual que 
éL Se introduce en la planta Ia informaciôn genéti¬ 
ca para una proteína envolvente dei virus y se simu¬ 
la que ya ha sido atacada por ei virus. 

Se está trabajando en plantas resistentes contra 
la Phytophtora infestans, el patógeno dei mildiu 
de la patata, que fue la causa de la hambruna 
en Irlanda en el sigio xix. La Phytophtora pertenece 
a los oomicetos que obligaron a emigrar a los ante- 
pasados irlandeses de John F. Kennedy. La ironia de 
la historia es que sin ei “hongo de la patata” Kennedy 
probablemente nunca se habría convertido en presi¬ 
dente de Estados Unidos. Las plantas transgénicas 
resistentes a los hongos producencelulasas que actú- 
an contra ias paredes de los hongos y las disuelven. 

En el ano 1999, en Franconia y en el Palatinado se 
autorízaron las cepas de vid modificadas genética¬ 
mente. El objetivo de los íngenieros genéticos es 
poder encontrar finalmente una estratégia eficaz con¬ 
tra los patógenos fúngicos, ya que constituyen un gran 
problema en la producción de vino, especialmente en 
los tipos tradícionales Riesling, Merlot y Chardonnay. 


■ 7.18 2 Hay que identificar 
a tos alimentos genéticos? 

Hay que identificar aios alimentos genéticos? Oiiver 
Kayser, de Ia Universidad. de Groningen (Holanda), 
insiste con urgência en que en la discusíón se debe 
establecer la siguiente diferencia: «Nadie va a temer 
que se le ponga la cabeza roja cuando muerda 
un tomate, aunque, evidentemente, al consumir el 
tomate está consumiendo su genoma completo, [...| 
En principio, es cierto que la informaciôn dei color 
rojo también la entiende la célula humana, pero no 
puede procesarla, ya que los elementos de control pre- 
conectados en el ser humano no funcionam. 

Es decir, aunque se manipule un gen “fofo” dei 
tomate, el ser humano no tiene las paredes celula¬ 
res dei tomate. No obstante, es obvio que las mez- 
das complejas de productos recombinados deberí- 
an identificarse claramente. El ketchup contiene 
tanto DNA extrano como las proteínas codificadas 
por este DNA. jO sea que hay que identificar! 
Por ejemplo, en el caso de azúcares muy refinados 
obtenidos a partir de remolachas resistentes a la bar¬ 
ba de raiz, esto no estaba claro. Se creia que azúcar 
es azúcar. Por ello, a partir de 2005 entraron en 
vigor nuevas dlrectrices de la UE (Cuadro IA y lo 
más nuevo en www. transgen.de), no todas lógicas, 
pero un primer paso en la direcdón correcta. 

■ 7.19 Gene-Pharming 

(granja de producción genética) 

Las hormonas produddas por ingeniería genética, 
como ia insulina y la dei factor de credmiento 
[Gap. 3 y 9), indican que no se puede renunciar a 
la biotecnologia. Las necesídades ascienden de for¬ 
ma vertiginosa. Ahora se presenta un nuevo dilema: 
jno tenemos suficiente capacidad de producción! 

Según un estúdio de la companía Arthur D, Uttle 
Inc, dei ano 2002, en la actualidad hay 1167 prote¬ 
ínas “en marcha" investigadas por los blotecnólo- 
gos, con un índice de credmiento dei 20%. El mer¬ 
cado para estas era en el ano 2005 de 42 000 millo- 
nes de dólares americanos, y se calcula que en el 
ano 2010 será de 100 000 millones. 

A las “pobres” colibacterías y también a las células de 
los mamíferos se les exigirá demasiado en el futuro. 
Por ello, expertos como Jorg Knãblein (Schering 
AG, Berlfn) están firmemente convencidos de que las 
plantas transgénicas ganarán la carrera (Cuadro 7.7). 

^Qué está a favor de esto? iLos costes! Las plantas se 
producen con unos costes entre 10 y 50 veces más 
baratos que £ colie incluso 100 veces más baratos 
que ias células de los mamíferos. Un invemadero 



Fig. 7.51 Las patatas (arriba 
con flores blancas) producen 
fructanos. 

Centro: preparacion de pata¬ 
tas transgénicas cultivadas 
para pruebas de pfensos 
para ganádo. 



Fig. 7.52 Los tubérculos 
se pueden proteger contra 
los virus de las hojas. 


195 





Biotecnología 


Ventaja 


Desventaja 


Veloddad 


Costes de 
funcionamiento 

— ^ 5 .— 

Costes de capital 


Glicosiiación 

-O — 

Ensamblado 


Pie gam lento 

-c3— --fia — 

Seguridad 


Posibílidad 
de aumentar 
la escala 

-c?- C éC$—' 


Bactérias 

Levaduras 

Plantas 

Cultivos celulares 

«_ 

Animales 

animales 

transgénieos 


De.- Trends in Bsotechnoiog\? f 

VúL 30 , 3003 . 


Cuadro 7.7 Oplnión de los expertos: 

Sistema de expresión vegetal -Una 
plataforma tecnológica "madura” 

Actualmente, uno de cada cuatro medica 
mentos nuevos es un biofármaco cuyos princí¬ 
pios actívos se han produddo en biorreacto- 
res: en bactérias, levaduras de cerveza, célu¬ 
las de insectos o háxnsters, animales o plantas. 
La cuota de mercado de estos princípios acti- 
vos crece enormemente. Sín embargo, mi en¬ 
tras tanto ba quedado claro que la capacidad 
de la fermentadón microbiana está limitada. 

Sóto en anticuerpos se esperan ganancías de 
8000 miílones de dólares americanos en ei 
ano 2008. Diez anticuerpos monoclonales 
(ver Cap. 5) abarcan más dei 75% de Ia capa¬ 
cidad de produccíón industrial. Sesenta nue¬ 
vos anticuerpos monoclonales entrarán en 
ei mercado en los próximos anos. En total 
hay “en marcha 17 ! 200 productos basados 
en proteínas. Para el ario 2010 se prevê 
un mercado de 100 000 míllones de dólares 
americanos. Actualmente se habla cada vez 
más a menudo de las plantas transgénícas 
que de los biorreactores. 

En el análísis SWOT (Strengths, Weaknesses , 
Opportuníties, Threats ) se ve claramente por 
qué las plantas transgénicas son tan adecua- 
das como sistema de expresión para la fobri- 
cación de biofármacos: se pueden fabricar 
medicamentos en grandes cantidades de for¬ 
ma económica y relativamente rápida. 

Strengths (puntos Juertes): 

• DescuMmiento de capacidades de pro- 
ducción adicional es. 

• Elevado rendimiento de produccíón 
y de obtención de proteínas. 

• Breve período de desarrollo basta llegar 
a la proteína. 

• Ventajas de seguridad: no hay patógenos 
humanos implicados. 

• Líneas celulares estables: tienen una eleva¬ 
da estabilídad genética, 

• Medio simple: agua, minerales y luz. 


• Preparacíón sencilla (por ejemplo inter- 
cambiadores de iones). 

Weaknesses (puntos debites): 

• Todavia no existe un medicamento autori¬ 
zado [fase UI). 

• Todavia no existen direetrices definitivas 
de las autoridades. 

Opportunities (oportunidades): 

• Se esperan menores costes y un mayor 
margen de beneficio. 

• Se evítan atascos de produccíón. 

• Glicosiiación de las proteínas parecida a la 
humana (al contrario que ias bactérias). 

Threats (peligros): 

® Contamínacíon de ia cadena alimentaria. 

• Escape de DNA. 


Los “médios* (en princípio agua y sales nutri¬ 
tivas) son económicos y estan exentos de gér¬ 
menes (patógenos, vinis, priones, etc.), y las 
plantas son muy resistentes en cuanto a las 
condiciones de cultivo. Por ejemplo, el mus¬ 
go transgéníco produce grandes cantidades 
de la proteína deseada a temperaturas de 15 
hasta 25 °C, y con valores de pH de 4 a 8. 

El socio colaborador de Scbering, ICON 
GenedcSj de Halle, cultiva plantas de tabaco 
manipuladas genéticamente para producir 
tres biofármacos que hasta abora se producí- 
an en cultivos bacteríanos o celulares. La pri- 
mera proteína es un princípio activo que ya 
se encuentra en el mercado; para la segunda 
va a presentarse próxima mente la solicítud 
de autorización como fármaco contra la 



Fig. 7-53 Los tomates trans- 
génicos deberían poderse 
reconocer da ram ente, po r 
ejemplo, tinéndolos de azul. 


cuesta 10 dólares americanos por metro cuadrado, 
en comparacion con los 1000 que cuesta el metro 
cuadrado de cultivos de células animales. Un bíorre- 
actor de 10 000 litros para bactérias cuesta entre 
250 000 y 500 000 dólares americanos y tarda cin¬ 
co anos enponerse en funcionamiento [Cuadro 7.7). 
Por una parte, los animales transgénieos (Gap. 8) 
pueden producir medicamentos en la leche de for¬ 
ma vantajosa, pero los criadores de animales 
albergan serias dudasy los últimos contratiempos 


hacen que la expansión de la tecnologia parezca 
cada vez menos factible. [Por el contrario, con 
las plantas no hay problemas éticos ni emockma- 
lesl Así pues, en las plantaclones farmacêuticas 
también crecen fármacos. 

Las células vegetales tienen otra ventaja decisiva: 
las proteínas complicadas de los seres más comple- 
jos todavia se modifícan en la célula después de pro- 
ducirse. Por ejemplo, se ariaden azúcares comple- 
jos sin los cuales algunas proteínas no son activas 
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enfermedad de Crohn; la tercera se encuen- 
tra en fase de desarrollo clínico. El sistema 
de expresión virai de ICON Genetícs se 
representa en la figura e ilustra dar amente 
cómo el viras ha infectado la mayor parte de 
las células de las hojas aí cabo de poços días. 
Estas células se vert verdes con luz UV por¬ 
que expresan proteína de fluorescência verde 
(GFF, ver Gap. 8)* 

A menudo los bíofármacos son demasiado 
grandes y demasiado complejos para su sínte- 
sis química, En la mayoría de los casos se tra¬ 
ta de moléculas de proteína de cadena large 
que deben estar plegadas correctamente y lie- 
nas de azúcares y otras moléculas para poder 
ser efectivas como antícuerpos, enzimas» sus- 
tancias mensajeras o vacunas. 

Para mf, como responsable de química micro- 
biológica en Schering, el encanto discreto 
dei musgo» el maíz y el tabaco radica en que 
disponen de un aparato de sfntesís más com- 
plejo que las bactérias» su producdón seria 
Lmbatíblemente económica y los medicamen¬ 
tos fabricados de este modo tíenen la garantia 
de estar exentos de gérmenes animales. 

Sin embargo, en las hierbas también se escon¬ 
de el demonio: las plantas tienen también cla¬ 
ramente otras preferencias de azúcar cuando 
se trata de la síntesis de proteínas. Adem ás» las 
plantas manipuladas genéticamente entranan 
el peligro de que pueden transmitir los genes 
manipulados a otras plantas acddentalmente. 


I I • G h!(vr.TiJci V I. 
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expresión genética, 

Los investigadores de ICON Genetics han 
solucionado estos problemas de una forma ele¬ 
gante. Impiden la propagación de los genes, 
por ejemplo, no introduciendo permanente¬ 
mente las instrucdones de formación de los 



Sistema de expresión virai en un experimento: 
la GFP (verde) y la DSRED (roja) son las dos 
proteínas fluorescentes que pueden expresar- 
se í untas. 


medicamentos en el material hereditário de las 
plantas. Un efecto secundário aientador es que 
la producdón de los princípios activos funcio¬ 
na de este modo ai máximo rendimiento. 

Los procesos innovadores de la empresa tie¬ 
nen como objeto la precisión» la velocidad» 
la expresión controlada y la seguridad en 
el contacto con los productos transgénicos 
introducidos en la planta. 

El sistema magnICON es adecuado para 
un ensamblado rápido de genes/vectoms y 


una optimizadón, al ígual que para ia expresión 
de alto rendimiento vegetai [hígh throughptit 
expression) para una explotación óptima. Ade- 
más, ICON offece el sistema iexlCGN, que per¬ 
mite marcar con daiídad las plantas modifica¬ 
das genéticamente (“código de barras DNA”). 

La proteína de fluorescência roja procedente 
de la anémona marina índopacífica Discoso* 
ma species y la proteína de fluorescência ver¬ 
de (GFP] (ver Gap. 8) son marcadores ideales 
para la expresión genética. 

En ia figura se ilustra la expresión: en Ia foto¬ 
grafia 1 se ve la planta poco después de la 
infecdón virai; en la fotografia 2 después de 
aproximadamente una semana. Con luz UV 
se reconoce que casi todas las células de la 
boja fabrican GFP. Las fotografias 3 y 4 repre- 
sentan el mismo corte. Al microscópio se 
reconoce que Ias mísmas células expresan 
tanta GFP (verde) como DSRED (roja). 

Esto significa que una célula se puede trans¬ 
formar de forma doble. De este modo, por 
ejemplo, se podría fabricar en una célula tan¬ 
to la cadena li gera de un anticuerpo como la 
cadena pesada. Una célula asf también podría 
expresar funcíonalmente un anticuerpo com¬ 
pleto consistente en una cadena lígera y una 
cadena pesada. 

Asf que veo el futuro íleno de esperanza. 

Hace unas pocas semanas recibí las pri meras 
pruebas de proteínas de Halle. Siempre y 
cuando los ensayos clínicos funcionen según 
lo previsto, los mismos princípios activos, 
aunque procedentes de plantas, podrán susti- 
tuir en parte a los medicamentos actuales 
en un futuro no muy lejano. 


a ES Dr. Jorg Knablein, 

JeFe de Química Micro¬ 
biana de Schering AG 
en Berlín. 


(Gap. 4). ;Las bactérias no tienen esta capacidad! 
iCoié se pnede hacer entonces? 

Los anticuerpos ya pueden fabricarse en plantas 
en grandes cantídades: los ilamados plantibo- 
dies{ dei inglês, piantsy antibodies), Ya se produ- 
cían antícuerpos contra la adhesína de las bacté¬ 
rias de la caries [Streptococcus mutans) en el 
tabaco transgénico. También se probo con êxito 
producir vacunas en patatas y plátanos: el consu¬ 
mo de patatas con una proteína de algunas cepas 


de CMque produce díarrea (enterotoxina B] pro- 
tegió a voluntários humanos de forma efectiva 
contra los molestos efectos secundários dei ataque 
de las bactérias. Podemos imaginar que comemos 
un “tomate andcaríes” (Hg. 7.53), Sin embargo, 
aqui habrfa que plantear de ínmedíato ia pregun- 
ta de la seguridad (jdosificaciônl), Se deberían 
identificar las plantas de forma llamatíva; por 
ejemplo, los tomates deberían ser incoloros 
o ser de otro color. ^Guê tal el azul? 



Fig. 7.54 En un futuro podría 
evítarse elasentamiento 
de bactérias de la caries 
[Sireptococus mutans) 
con antícuerpos en tomates 
transgénicos o en plátanos. 
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Ffg. 7.55 La pro porei ón de 
plantas transgé nicas (verde) 
crece de forma constante 
(en milbnes de toneladas). 



Fig. 7,56 Se trarisfmeron 
genes dei narciso (arriba) 
y de la bacterta Erwinia 
al arroz para crearel “arroz 
d orado" con un elevado con- 
tenido en provitamina A, 

Ingo Potrykus (aba|o) fue 
5U creador. 



Ffg- 7-57 EnAlemania cada 
vez se cultiva más la tolza. 
Con tacotzatransgénrca 
se produce el PHB. 

Sin embargo, el problema 
técnico lo constituye la fabrê- 
caciondel PH B procedente 
de la planta. 


■ 7.20 Plantas transgénicas 
- Un debate acalorado 

La discusión sobre las plantas transgénicas y los ali¬ 
mentos transgénícos continúa. Los príncípales argp- 
mentos en contra son más bien de naturaieza políti¬ 
ca y difíclles de refutar: velan de forma masiva por los 
intereses de las grandes empresas y de los grandes 
agricultores, y hacen que los pequenos agricultores 
sean aún más dependlentes, Socavan la agricultura 
sostenible y alternativa. Sin embargo, frente a esto se 
puede argumentar que tanto los grandes como los 
pequenos agricultores, incluso en los países en vías 
de desarrollo, han decidido cultivar estas plantas por¬ 
que, a pesar de los elevados costes de las semillas, 
prometen ventajas económicas en última instancia. 

Mediante la Arabidopsis thaliana transgénlca se 
produce en la colza un verdadero producto ecológi¬ 
co: el polihidroxibutirato (PHB) -un polímero 
bíodegradable (ver Gap. 6),. Este bioplástico desapa¬ 
rece por completo dei medio ambiente después de 
algún tiempo porque se lo comen las bactérias. 

Mientras tanto, los genes de la biosfntesis de Ralsto- 
nia eutropha se han logrado expresar en Arabidop- 
sís thaliana- uno de los objetos preferidos de los inge- 
nieros genéticos de plantas- y hacen que la produc- 
ción de PHB sea cada vez más económica y atractí- 
va. 

Casi 2400 millones de seres humanos se aiímentan 
principalmente a base de arroz. Quien coma casi 
en exclusiva arroz corre el riesgo de padecer graves 
carências, porque la vitamina A, el hierro, muchos 
olígoelementos e importantes proteínas no se en- 
cuentran en los granos blancos. Aproximadamente 
800 millones de personas en el mundo entero sufren 
una deficiência aguda de vitamina A, Su vista se 
debilita cada vez más, y io tnismo ocurre con el siste¬ 
ma inmunitario, la formación de sangre y el creci- 
miento dei esqueleto. Los eienüTicos estiman que 
ésta es la causa de dos millones de muertes al ano y 
de que medio millón de ninos se queden ciegos cada 
■ano por falta de vitamina A. A eso hay que ahadir los 
sintomas muy extendídos debidos a carências de hie¬ 
rro: para 1800 millones de mujeres, sobre todo en el 
Tercer Mundo, la anemia es ínevitabie. 

Ingo Potrykus [Fig. 7.56), de la Escuela Técnica 
Superior Confederada (ETH) de Zurich, y su colega 
alernán Peter Beyer (Universidad de Freíburg), com 
siguieron desarrollar el * arroz dorado”, Ambos 
investigadores entregarem sus resultados a! Interna¬ 
tional Rice Research tnstitute ( IRRT) de Manila para 
su uso gratuito. La opinión pública de Europa quedo 
fascinada con ei “arroz dorado”. En sus granos dora- 


dos blillantes contiene caroteno (provitamina A), un 
precursor prévio a la vitamina A, en concentraciones 
elevadas. Para ello transfirieron los genes de la cam- 
panilla de Pascua [Narcissus pseudonarcissus) y de 
un hongo [Erwinia uredovora; ya conocemos Ia 
Erwinia por la síntesis de la vitamina C dei Gap. 4). 

La empresa Zeneca haJbía anunciado -un caso espe¬ 
cial en el sector de ia ingeniería genética- que las 
simientes de este “arroz dorado” se entregarfan gra¬ 
tuitamente a los pequenos granjeros de países en 
vías de desarrollo. Esto pareció primordial para los 
críticos, Sin embargo, se inició un debate inespera¬ 
damente intenso, que aún dura en Ia actualidad. 

Un equipo de investigadores de Ia empresa de bio¬ 
tecnología Syngenía ha desarrollado una nueva 
variante de “arroz dorado” que contiene 23 veces 
mâs p-caroteno que el prlmero. 

Los científicos dei equipo de Hacheí Drake, en el 
Centro de investigación Internacional britânico Jea- 
lotfs Hiil, de Bradmell, ahadieron en el ano 2005 
un gen de maíz al genoma dei arroz. Con la ayuda 
de la proteína codificada, las plantas de arroz produ- 
jeron provitamina A. Los investigadores dícen que 
el “arroz dorado II” podría cubrir aproximadamen¬ 
te Ia mitad de las necesidades diarias de vitamina A. 

Existen otros proyectos que aqui únicamente men¬ 
cionaremos: el café sin cafeína (el 20% de todos los 
habitantes de la Tierra toman descafeinado], álamos 
que acumulan metales pesados, y plantas de cultivo 
resistentes a la sequía y a Ia sal. 

■ 7.21 i Palm eras tropicales 
en Alemania? 

lEn el futuro podremos tener palmeras tropicales 
en los jardines que resistan el fnvierno aiemán? 

El 24 de abril de 1987, a las 0:45 h Julie Lmdemann, 
una joven científica, escribió una págjna en la historia 
de la biotecnología. Caminó con paso seguro vestida 
con un traje espacial por un campo de fresas califomia- 
no y pulverizó un caldo de bactérias anticongelantes: 
por vez primera se iiberaban microbios manipulados 
genéticamente con permiso de las autoridades estata- 
les. De este modo finalizo una disputa que había dura¬ 
do muchos anos sobre la liberaciôn al entorno de seres 
modificados genéticamente. La historia de las bacté¬ 
rias anticongelantes se inició en 1980 en el laborató¬ 
rio de la Universidad de Califórnia, en Berkeley. 

Desde hacía mucho tiempo se sabia cómo las plan¬ 
tas sufren danos por las heladas: se forman crisíales 
de hielo en ias hojasyen partes de la planta que des- 
truyen el tejido vivo. La novedad era que las bacté¬ 
rias desempenasen un papel clave en ello. Esos seres 
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Cuadro 7.8 Historia 
de la biotecnologia: Bactérias 
anticongelantes -La historia 
de su liberación 

En abri] de 1983, las autoridades sanitarias 
de Estados Unidos, euya comisión de asesora 
miento decide sobre experimentos de ingenie- 
ria genética, dieron luz verde a los experimen¬ 
tos al aire libre con bactérias anticongelantes. 
Sin embargo, no se tuvo en cuenta a la opíníón 
pública americana. Algunos cíudadanos acu- 
dieron a los tribunales y criticaron que no se 
habían becho estúdios ecolôgcos amplios: 
^quién garantiza que las malas hierbas y los 
parásitos de las plantas no se beneficiai] tam- 
bién de las bactérias protectoras de la congela’ 
ción? ;Se altera el equilíbrio biológico? 

Una vez se han liberado microbíos al medio 
ambiente, no se puede volver atrás, Ni siquiera 
se descartaron modifica clones climáticas, 

En mayo de 1984 se decidlú prohibir los 
experimentos al aíre libre con organismos 
modificados genéticamente. Debía presen- 
tarse un dictamen ecológico en el cual se 
equüibraran las ventajas y los riesgos para 
el medio ambiente. En vista de ello, los 
investigadores siguieron experimentando 
en el laboratório y en los invernaderos, y se 
pudieron rebatir algunos puntos críticos, 

Sin embargo, rmentras tanto la Universidad de 
Califórnia concedló una licencia a ía empresa 
vecina Advanced Genetic Sciences (AGS). 
Segun el derecbo americano, la empresa no 
estaba afectada por ía prohibidón Judicial, que 
solo era válida para institudones gubemamen- 
tafes, como universidades, AGS planiflcó espar- 
cir bactérias anticongelantes sobre 2400 plan¬ 
tas de fresas de un campo de la localidad de 
Salinas, para luego observarias cuidadosamen¬ 
te durante tres meses. Si las bactérias traspasa- 
ban la zona de protecclón en un radio de 15 
y 30 metros, se combatrrfan con antibióticos. 
Entonces intervinieron las autoridades 
medioambientales, pero en noviembre de 
1985 autorizaron el experimento. À conse- 
cuencra de esto, los habitantes de Salinas opu- 
sieron resistência. Rechazaron los experimen¬ 


tos de campo por considerados demasiado 
artiesgados, Además, se filtró la mformación 
de que AGS ya habia rociado dandestinamen¬ 
te árboles frutaies con bactérias anticongelan¬ 
tes en la gran azotea de la empresa antes de 
obtener el permiso para realizar el experimen¬ 
to de campo. Asf que el escândalo fue perfecto; 
las autoridades medroambientales retiraron 
a la empresa el permiso por tiempo ilimitado 
y le impusieron una muita de 20 000 dólares, 
En e$e momento la empresa tuvo que hacer 
experimentos adieionalesy redactar dictáme- 
nes periciales. En un experimento en un inver- 
nadero se pulverizaron fresas con diferentes 
concemraciones de bactérias íceminusy con 
bactérias normales. No obstante, ninguna de 
ias cepas de bactérias obtuvo ventaja alguna 
en et tiempo sucesivo. Pero esto también signi- 
ficaba que no se podfa descartar de forma 
absoluta una propagación descontrolada. 


Los copos de nie- 
ve estãn forma- 
dos por mucbos 
crístalesy son 
mayores cu anta 
mãs elevada es La 
temperatura 
cuando níeva. 

Fmalmente, en 1987, AGS cumplió tas ímposí- 
ciones de las autoridades medíoambientales 
de Estados Unidos. Por una parte, y a pesar de 
las ínstalacíones de protecclón modernas, se 
arrancó una parte de las plantas de fresas poco 
antes de la primera prueba, aunque ésta discm 
rrió de forma satísfactoria, Jitiie Lindemami 
se paseú de forma decorativa por los campos. 
No se encontraron microbios manipulados 
fuera de ia zona de seguridad de 30 metros, 

Ni siquiera se propagaron las bactérias por 
los 15 metros de ancho. 

En 1992, Frost Technologies Corporation 
registro ante la EPA una mezela de tres cepas 
de Pseudomonas (“Frostban B") para contro¬ 
lar las heladas. Sin embargo, la EPA ínsistió 
en registrar el Frostban como pesticida, ya 
que hace disminnír las bactérias naturaíes, 

En aquel momento parecia que los costes 
habían detenido ei proyecto. 


las bactérias se 
utilizancomo gér¬ 
menes de cdstath 
zaclón para los 
Cristales de híeio. 


Por lo demás, en Europa se liberarem virus 
manipulados geneticamente en septiembre 
de 1980, concretamente para verificar la 
seguridad de tos experimentos de íngeníeria 
genética: los baculovirus suelen aniquilar 
a la oruga dei pino, un parasito deí bosque. 
Virólogos de Oxford colocaron en et mate¬ 
rial hereditário dei virus un fragmento 
de DNA de 80 pares de bases de longitud, 
el cuai sólo sirve para marcar genéticamen¬ 
te los virus y no modifica el metabolismo. 

El destino de los microorganismos liberados 
debía seguirse de ese modo en el campo. 

Las orugas parásitas se infectaron con virus 
“marcados”. Ni las orugas ni las mariposas 
que salen de los capullos podían atravesar 
las redes dei campo de pmebas. Guando 
los experimentos son satisfactorios, en los 
Baculovirus debe íntroducirse el gen para 
un insecticida adicional y un “gen suicida” 
que se ocupa de que los virus mueran 
una vez realizado su trabafo. 



ÍPodrán crecer palmerasen ei jardín inver¬ 
nal de nuestra d Senadora grafica en ei 
futuro? 




ven a menudo como centros de cristalizaoídn para 
los cristales de híeio. El agua dei grifo se biela a 
0 °C; por el contrario, el agua muy depurada y des* 
tilada puede helarse hasta a-15 °C, siemprey cuan- 
do no contenga impurezas que sirven como centros 
de cristalizadón. Hay una bactéria en especial que 
forma cristales y que está muy extendida en la natu- 
raleza: Pseudomoms syringae. Los biotecnólogos 


Steven Lindow (Fig. 7.58) y Níkolas Panopoulos 

híderon la prueba con este ejempio: investigaron 
plantas normales atacadas con Pseudomonas mum 
câmara climática a temperaturas inferiores al punto 
de congelación. A -2 °C empezaron a aparecer los 
primeros danos por heladas. Las plantas cuyas bacte* 
rias se habían matado soportaron temperaturas de 
-8 °C e incluso de -10 °C sin sufrir danos. 



Fig. 7,58 Steven Lindow. 
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Fíg. 7.59 Las paEmeras 
de las zonas frfas pueden 
protege rse con bactérias 
anticongelantes- 




Fig. 7.60 Publíridad de las 
bactérias Pseudomonas 
muertas y nieve artificial 
w Snowmax M . 


Por supuesto que no es realista en absoluto preten¬ 
der matar todas las bactérias de las plantas de culti¬ 
vo ai aire libre. Por consíguíente, ambos investiga¬ 
dores buscaron las causas de que los microhios 
se convirtíesen en bactérias congelantes, Descu- 
brieron que el tamafio de sus partículas de poJvo no 
basta, sino que una proteína especial en la superfí¬ 
cie de estos seres diminutos causa ía formación 
de cristales de hielo. Si se pudiera cortar el fragmen¬ 
to de la cadena de DNA de las bactérias congelan- 
tes que condene la orden de formar proteína conge- 
lante, también perderfan su capacidad de formar 
cristales de hielo. Exactamente esto es lo que logra- 
ron Lindow y Panopoulos mediante manipulación 
genética, 

A continuación poblaron plantas con las nuevas 
bactérias anticongelantes: ipreservaron a sus 
huéspedes de los danos por betadas! Otros experi¬ 
mentos a mayor escala en el laboratorio demostra- 
ron que bastaba con pulverizar un líquido que con- 
tuviera bactérias anticongelantes sobre las plantas. 
Los microbíos manipulados genéticamente elimi- 
nan entonces a los naturales, Este líquido de pulve¬ 
rizado se puede fabricar a bajo coste y en grandes 
canbdades en biorreactores, 

Se abren perspectivas muy atractivas. Por ejem- 
plo, en regiones septentrionales se podrfa cultivar 
una gran cantidad de plantas que hasta ahora sólo 
podían crecer en regiones más cálidas, Y lo que 
también es importante, se podrían reducir los 
danos por heladas (Fig. 7.59). Sin embargo, que- 
daba abierta una pregunta decisiva: ^cómo 
se comportan los microbíos creados en el medio 
ambiente? (Cuadro 7.7). Finalmente se interrum- 
pió el proyecto. 


De momento, el negocio de la nieve artificial de 
“Snowmax” está fLoreciendo. Por cierto, las bacté¬ 
rias congelantes muertas salvaron las Olimpíadas de 
Inviemo de 1988 de Calgary (Canadá) debido a una 
ola de calor inesperada. 

Ya a princípios de los anos 1990, unos estúdios en 
Suiza pusieron en duda la rentabiiidad de ias zonas 
de esqui situadas a baja altura (Fig. 7.61). 

En el futuro, esta situación se seguirá agravando a 
la vista de los câmbios climáticos. Solo un 44% de 
las zonas de esqui suízas se pueden considerar 
como zonas de nieve segura en un futuro. Esto afec- 
ta a la totalidad de los Alpes. Incluso zonas de esqui 
tan grandes y significativas como Kitzbühel (Tiroí) 
ya no pueden garantizar una temporada de esqui 
intoterrumpida. Un estúdio actuai de la Universi- 
dad de Graz (Áustria) indica que la mitad de las 
zonas de esqui austríacas tendrá que luchar contra 
una gran falta de nieve en el afio 2050. A pesar de 
las protestas vehementes, “Snowmax” está autori¬ 
zado oficialmente en Suiza desde 1997. 



Ffg.7.61 Estudíantes 
de la Universidad de 
Innsbruck investigan la flo¬ 
ra alpina. iSeguírá habíen- 
do suficiente nieve 
en el futuro? 


■ 7.22 Las bactérias de los cânones 
de nieve aseguran las vacaciones 
de esqui 

Míentras tanto, los avispados directores de AGS 
tuvieron una idea: vendieron las bactérias con¬ 
gelantes naturales, producidas masivamente en 
biorreactores y luego eliminadas, con el nombre 
de “Snowmax" para producir nieve artificial 
(Fig. 7.00). 

Las bactérias muertas se anaden al agua de los câno¬ 
nes de nieve. La producción de nieve con '"Snow¬ 
max" aumenta un 45%. Además, "‘Snowmax” aho- 
rra energia frigorífica. No hay ninguna autoridad 
en Estados Unidos que prohfba liberar microbíos 
naturales no manipulados. 
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Bibliografia utilizada y aplicada 

* Libro decisivo y con contínuadón, un manual con mucha información: 
Kempken F, Kempken R, Stockmeyer K (2003) Gentechnik bei Pflanzen, 
Chancen und Risíken. 2. Aufl Springer, Berlín 

* La obra estándar para los investigadores de plantas, “ei Strasburger”: 

Sitte P, Ziegter H, Ehrendorfer F, BresinskyA{i998) Strasburger. Lehrbuch 
der Botanlk für Hochschulen. 34, Aufl, Fischer, Stuttgart 

* Buena introducdón general, con un capítulo sobre biotecnología verde: 
Schellekens Fl et al. (1993) Ingenieure des Lebens. Spektrum Akademischer 
Verlag, Heidelberg 

* Complementado a este libro Biotecnología para principiantes: 

Brown T A (2002) Gentechnotogie für Einsteigen 3, Aufl. 

Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlín 

* Todavia la mejor introducdón a la Ingeniería genética en todos los âmbitos: 
Watson j D, Gitman M, Witkwski j und Zoller JVl (1993} Rekombinierte DMA, 2* 
Aufl, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg 

* El compendio de ingeniería genética y biotecnología que constituye la obra 
estándar de los farmacêuticos en alemãn: 

Dmgermann I (1999) Gentechnik Blotechnik. Wissenschaftliche 
Veríagsgeseüschaft, Stuttgart 

* Una buena introducdón estadounidense: 

Thiemann W j, Palladino M A (2004) Introduction to Biotechnology. 
Pearson/Benjamin Cummings, San Francisco 

* Bioquímica pura y muy bien ilustrada, “el Stryer”: 

Berg) M, Tymoczko J L, Stryer L (2007) Bioquímica, 6. ed. 

Editorial Reverte, Barcelona. 

* Investigación precisa, algo árida para principantes: 

Menrad K, Gaisser S, Hüsing B, Menrad M (2003) Gentechnik in der 
Landwirtschaft, Pflanzenzucht und Lebensmíttelproduktion. 

Physica-Verlag, Heidelberg 

Enlaces de web 

* Spirulina: www.biothemen.de/CluQlitaet/aigen^piruíina.htmt 

* La polémica dei “arroz dorado w : 

„The False Promise of Genetically Engineered Riee“, en 
www.greenpeace.org/-geneng/ 

* Dieter Kiel, en: Das Pariament. Deutscher Bundestag (Hrsg,): 
www.das-parlament.de/2001/44/Pan0rama/2001_44_040_6817.html 

* La mejor fuente de información en lengua alemana sobre plantas transgénicas: 
www.transgen.de 

* Todo sobre bioseguridad: www.biosicherheit.de 

* D ECH E MA acerca de i n ge n iería genética y biotec nología: 
www.dechema.de/deutsch/isb/isbo. htm 

* Monsanto: www.monsanto.de/ 

* Revista en Internet sobre biotecnología: wwwAifescience.de/ 

* Una página web fantástica acerca de los libros antiguos de biologia 
dei Dr, Kurt Stüber dei MP! para investigación de cultivos en Colonia, 

90 880 páginas escaneadas de 343 libros para bibliófilos: www.bioiib.de 

* Botânica online por ei profesor Reter Sengbusch: 
www.biologie.unihQmburg.de/b-online/ 

* Golden Rice project homepage: www.goldenrice.org/index.htmi 

* International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA) 
www.isaaa.org 


Ocho preguntas 
de autoevaluación 

1. dPor qué las zonas con hambre no 
se autoabastecen “sencillamente 1 ’ 
con granjas de algas? 

2 . zEn qué fracasó la buena idea 
de obtener proteínas a partir dei 
petróleo? dQué bioproducto sirve 
para una alimentaclón sana y es 
un resultado tardio de esta investi¬ 
gación de la proteína unicelular? 

3 . dCõrno se denomínan las bactérias 
que causan tumores de raiz y cue- 
llo, y como se pueden utilizar para 
la transferencia genética en las 
plantas? 

4 . dFunciona esta transferencia 
genética (de la pregunta 3) 
tambíén para el maíz y el arroz? 
dCuál es la solución? 

5 . dEs la donaciõn de las plantas 
totalmente nueva e inventada 
por los ingenieros genéticos? 

6. dQué principio se utilizo para crear 
el tomate "antifofo”? dQué enzi¬ 
mas se ínhiben de forma selectiva? 

7 . Nombretresproductosvegetales 
transgénlcos “bienintendonados” 
según la ciência, 

8. dCuãl es la relaciõn entre danos 
por heladas en tas plantas y un 
ataque bacteriano? dQué son 
las bactérias anticongelantes? 


201 



Embriones, clones 

Y AN I MALES TRANSGÉNICOS 



8.1 Insemrnadón artificial 204 

8.2 Transferencia embrionária 

y fecundación artificial 204 

8.3 Las espedes en peligro 

de extinción y amenazadas 
se pueden salvar mediante la 
transferencia embrionária 205 

8.4 Las quimeras tienen como 
mínimo cuatro padres 
genéticos 206 

8*5 Animalestransgémcos; 
idel ratón gigante al toro 
gigante? 207 

8.6 Hormonas dei crecimiento 
para bovinos y cerdos 208 

8.7 Gene-Pharming: valiosa 
proteína humana a partir 
dehuevoyleche 209 

8*8 Peces transgénicos: 
dei GloFish® a la trucha 
gigante 211 

8.9 Ratones knock out 214 

8.10 Xenotrasplantes 215 

8.11 Clonación -Produtdón masiva 
de gemelos 215 

8.12 Clonación de salamandras 
yranas 219 

8.13 Dolly-El descubrimiento 
decisivo en la clonación 219 

8*14 Dificultades 

de la clonación 221 

8.15 Clonación de gatos 

-Las diferentes variantes 
de progenitores 222 

8*16 íYelser humano? Clonación, 
FIV y DPI 223 

8*17 El embriôn cristalino 

y el proyecto dei genoma 
humano 224 

Capítulo 8 









BlOTECNOLOGÍA 



Fíg. 8.1 Hipóc rates 
(460-370 a.C.}. 



Fíg.8.2 Entâemposde Goya 
(1746-1527) los perros 
ya se inseminaban 
artíücíalmente. 



Fig. 8.3 Insemiriaciân 
artificial en los perros. 

De arriba a abajo: una bem- 
bra Golden Retriever fue 
inseminada artificialmente 
en Alemanía por un mastín 
finlandês. Et semen se 
envio congelado por servi¬ 
do de mensafería. Control 
de la inseminación a través 
dei monitor. Perra feliz con 
sus cachorros. 


■ 8.1 Inseminación artificial 

La inseminación artificial de bóvidos que hoy se 
practica casi constantemente en todos los países 
industrializados es una forma convenciona] de 
transmitir cualidades valiosas de unos pocos toros 
sementales. 

Yahacia 1780, Lazarro Spallanzani (1729-1799, 
Cap, 2) deseribió la inseminación artificial en la cria 
de perros (Fig. 8.2). Por cierto, en Alemanía, para 
ia mayoría de las asociaciones de criadores de perros 
es obligatorio aparear a la perra una vez de forma 
normal antes de realizar una inseminación de este 
tipo, Asf se evita que ya no sea posíble una "monta 
natural" (lo cual es normal en la cria de bóvidos 
y en Estados Unidos también se tiene en cuenta 
para los perros) (Fig, 8.3 ] -los animalesyano se pue- 
den aparear de forma natural. 

En 1942 se creó en Alemania el primer centro 
de inseminación para bóvidos. En los anos 1950 se 
desarrollaron técnicas para conservar esperma 
de toro en nitrógeno líquido (-196 °C),una revo- 
lución en la cria de animales. El esperma congelado 
se podia enviar entonces a todos los países. Hay una 
gran diferencia entre enviar un toro fogoso al otro 
lado dei Atlântico o un paquete con esperma conge¬ 
lado de toro (Figs, 8.11 a 8.13]. En la actualidad, 
aproximadamente el 90% de las vacas lecheras de 
los países industrializados son engendradas por 
fecundacíón artificial. En los cerdos el porcentaje es 
de aproximadamente un 60%, 

EI método es rentable: de la eyaculación de un 
semental que monta a una vaca falsa se obtienen 
400 poTciones de semen con 20 miliones de 
espermatozóides cada una. Un r 'toro insemina- 
dor" sustituye aproximadamente a mil "toros 
de monta natural 11 . 

En los últimos 40 anos, la produccíón de leche se ha 
incrementado de forma espectacular sín usar inge- 
niería genética (!). En la década de 1950, una vaca 
lechera daba 1000 litros de leche al ano, y hoy son 
8000 litros 0 más. 

■ 8.2 Transferencia embrionária 
y fecundacíón artificial 

Mediante la fecundacíón artificial se ha conseguido 
que para criar se utilice exclusivamenfe esperma 
de toros de gran valor. Sin embargo, ni siquiera una 
vaca fecundada de forma artificial con característi¬ 
cas sobresalientes puede traer al mundo más de 
un ternero, 0 como máximo dos, después de nueve 
meses. Por supuesto, el criador preferiría que una 


vaca así pudíera engendrar muchas más crias 
en poco tiempo (Fig. 8.11), 

Las hormonas hacen que esto sea posible: la hormo¬ 
na gonadotropina inyectada produce una madura- 
dón simultânea de vários óvulos (superovularión), 
que se fecundan artificialmente. Los embriones 
que aparecen posteríormente se pueden extraer sín 
dificultad dei útero con un catéter 0 se pueden obte- 
ner por ultrasonidos mediante unapundón folicular 
sin sangre. Se generan hasta ocho embriones válidos 
para la transferencia, de los cuales se engendra una 
media de cuatro temeros en madres de alquiler. 

Para una conservación más larga se pueden conge¬ 
lar embriones (y también esperma) en nitrógeno 
líquido y guardarse prácticamente sin limite de 
tiempo. Después de descongelarse, dos tercios 
de los embriones seguírán siendo aptos para la trans¬ 
ferencia embrionária. 

En este caso también se elimina el transporte caro 
y estresante de una vaca de prímera clase para 
encontrarse con un supertoro, Puesto que además 
ei ternero se desarroila entero dentro de Ia madre 
de alquiler, también recibe directamente su protec- 
ción inmunitaría. Por tanto, ya tiene anticuerpos 
contra "enfermedades locaíes" en la sangre. 

Por ei contrario, en la fecundacíón artificiai, ia 
unión dei óvulo y el espermatozóide tiene lugar fue- 
ra dei animal en un tubo de ensayo (fecundacíón 
in vitro). El embrión que crece se implanta poste¬ 
riormente en las nodrizas (madres de alquiler, surro - 
gate mothers). 

De este modo, el material hereditário de toros exce¬ 
lentes se puede transferir de forma económica a una 
gran cantidad de descendientes. 

A Hipócrates (4Ó0-370 a.C., Fig. 8.1) ya le intere- 
saba controlar el sexo de los descendientes, Hoy 
es posible determinar el sexo de los embriones 
obtenidos mediante la reacción en cadena de la poli- 
merasa (PCR, Cap. 10). En primer lugar, los embrio¬ 
nes de toro se lJevan hasta la fase de ocho células. 
Una de las células se retira mediante un míeroma- 
nipulador. Las células restantes síguen creciendo 
normalmente cuando se implantam 

Se extrae DNA de la célula individual separada. 
Posteriormente se multiplica miliones de veces una 
reglón especial en el cromosoma Y (el cromosoma 
sexual masculino) con la ayuda de la PCR. 

Si después de marcar con bromuro de etidio 
(Cap. 10) aparece una banda visible de DNA en el 
gel de la electroforesis, se tratará de un ternero 
macho; si no aparece la banda, el embrión será 
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el de una temera hembra. En el caso de los seres 
humanos, un diagnóstico de implantacíón pre- 

natal (PID) de este tipo está muy cuestionado 
[ver más abajo). 

Con la ayuda dei diagnóstico de implantación pre- 
natal, los granjeros productores de leche pueden 
obtener de forma selectiva temeras hembra, mien- 
tras que por el contrario, los productores de carne 
prefíeren terneros macho. En la actualidad ya se 
pueden comprar en catálogos de Internet embrio- 
nes de toro "dasificados según el sexo” para transfe- 
rirlos a madres de alquiler (Hg. 8.13). 

■ 8.3 Las especies en peligro 
de extindón y amenazadas 
se pueden salvar mediante 
la transferencia embrionária 

En el zoo de Cincinnati, Ohío (Estados Unidos), 
se utilizaron en 1Ó84 vacas Holstein como madres 
de alquiler dei escaso gaur ( Bos gaurus). En Kenia 
se utilizaron los abundantes alces [Taurotragus 
ory^\ como madres de alquiler para restableeer la 


poblaciôn dei escaso antílope bongo ( Tragelaphus 
euryceros) (Fig. 8.6)* Los embriones congelados de 
antílope bongo volaron dei zoo de Cmdnnati a 
Kenia; por el contrario, los embriones de bongo sal- 
vaje se llevaron dei Monte Kenia a Ohío para ser 
implantados en alces y vacas. Al mismo tiempo, los 
embriones de bongo de Estados Unidos se implan- 
taron en los bongos aún salvajes de Kenia. Después 
de nacer y ser liberados, son monitorizados median¬ 
te emisores de radio en miniatura. 

El Instituto Audubon de Nueva Orleans también 
ha alcanzado êxitos espectaculares con el lince afri¬ 
cano, el caracal [Felis caracal, también Caracal 
caracal) (Fig. 8.7). El lince de orejas de pincel pue- 
de verse en la portada de este libro. 

Hay una gran cantidad de especies de animales 
amenazadas en ia lista de los expertos de los zoos: 
en Hong Kong tuvo lugar una primera fecundadón 
artificiai espectacular con delfines (Fig. 8.5). Más 
adeiante se describirá la tan discutida clonación, 
que puede produdr tantas copias idênticas de un 
animal como se desee. 



Fig. S.4 Existe n intentos 
sérios de volver a crear 
el mamut a partir de sus célu¬ 
las corpo rales conservadas 
en los híelos perpétuos sibe- 
rianos. El núcleo celular ae 
transfiere a un óvulo de ele¬ 
fante al que se ha extraído 
d núcleo. Una madre de 
alquiler gesta el embrión. 



Madre de alquiler con críe de mamut 



Fig. 8.5 Los delfines. mamífe¬ 
ros ma ri nos extremada mente 
Inteligentes, pueden reprodu- 
tirse también mediante ínse- 
mínación artificial. 



Fíg.8.6 Antílope bongo 
[Tragelaphus euryceros ). 



Fig. 8.7 Eneiano 2003. enel 
Instituto Audubon de Nueva 
Orleans se engendro un lince 
africano 0 caracal (Felis carv- 
cat) mediante fecundadón 
in vitro de un embrión, que 
se congelo, se descongelo 
y se implanto en una madre 
de alquiler. La cria Azalea 
estaba sana y feliz. 



Fíg, 8.8 Cabrioveja 
0 cabreía. 
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Fig. 8,9 La ley básica de la 
biügenética de Ernst Haecke! 
ilustrada porêl; después, 
el desarrollo de un germen 
muestra una filogénesis ace¬ 
lerada de los seres vivos. 



Fig. 8.10 El mí nota lí ro 
de Ea mitologia gríega, 
un monstruo con cuerpo 
de hombre y cabeza de toro t 
al tual el rey Mi nos manteria 
prisíonero en et laberrnto 
yat que Teseo venci ó. 


■ 8.4 Las quimeras tienen como 
mínimo cuatro padres genéticos 

Qtra técnica produce quimeras (dei latfn chímaera, 
anímales fabulosos que escupen fuego, compuestos 
de diferentes anímales), anímales con cuatro proge¬ 
nitores genéticos como mínimo, El minotauro es una 
quimera famosa de la mitologia griega (Fig. 8.10), 

Las quimeras por fusión (Fig. 8.16) se engendran 
por la unión de dos embriones en las fases de dos 
hasta ocho células, a los cuales se ha retirado pre¬ 
viamente la envuelta embrionária (zona pellucidâ). 
Para eHo se necesítan dos embriones en la raisma 
fase de división. 

Las quimeras por inyecdón (Fig, 8,18) se obtie- 
nen extrayendo algunas células (blastómeros) 
de un blastocito e inyectándolas en la cavidad 
dei blastocito de otro embrión. Al cabo de 24 horas 
se integran los blastómeros transferidos a un com- 
plejo unicelular. Las quimeras que se engendran 
de este modo sólo pueden ser implantadas para 
desarroliarse en hembras de alquiler. 

Hasta el momento, la obíendón de quimeras 
en ratones servia sobre todo para aclarar conceptos 
básicos científicos de embriologia, en la investiga- 
ción contra el câncer y en la genética de desarrollo. 
Sin embargo, también se produjo una “cabreja" 
0 “cahrioveja”, una quimera de ambos tipos 
(Fig. 8.8), Hoy en día todavia no se sabe si estas qui¬ 
meras que no se engendran por métodos naturales 
pueden ser interesantes para la cria de animaíes 


útiles. El desarrollo más interesante es el de las qui¬ 
meras por inyecdón a partir de cepas celulares modi¬ 
ficadas por ingeniería genética (detallado en Cap, 9). 

Se extraen células dei embrión en la fase de biasto- 
citos a partir de la “masa celular interna T? ( mnercell 
mass T ICM) y se mantienen en un cultivo de tejido. 
Éstas son las llamadas células madre embriona- 
rias (células CME) (Fig, 8,18). 

Las células diferenciadas pueden dividirse (como las 
dei hígado) 0 no (como las nerviosas), pero en nin- 
gún caso se pueden convertir en otras células. 
Las células nerviosas se descríben como terminal¬ 
mente diferenciadas. No obstante, esto no significa 
que mueran rápido, síno todo lo contrario -viven 
y funcionan durante anos. 

Sucede al revés con las cepas celulares: las células 
madre embrionárias dei blastocito pueden generar 
cualquier otro tipo de células, y por ello se denominas 
pluripotentes. No se pueden definir como totipoten- 
tes porque no pueden formar un individuo completo. 

Se multipüean en una capa en el nutriente celular 
(feeâer layei) de fibroblastosderatón. En tales líneas 
celulares se pueden introducir genes ajenos median¬ 
te transíecdón, Casi todos los métodos de transferen¬ 
cia de DNA se pueden aplicar en las células CME. 

La gran ventaja es que se pueden seteccionar 
ias células que han absorbido ei gen ajeno antes 
de la myecdón en blastodtos (embriones), Después 
se pueden devolver a un blastocito y así se obtienen 

quimeras transgénicas. 
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Totipotentes (a veces tambíén denominadas omni¬ 
potentes) son las células hasta la mórula (núcleo 
de mora); a partir de ahí, es muy probabie que el blas- 
todto con las células CME sea sólo plurípotente. 
Sin embargo, las afirmaciones en este sentido pue- 
den cambiar rapidamente (detallado en Cap. 9). 

El problema es explosivo, ya que incluso para la 
donación terapêutica (ver finai de este capítulo) 
no sólo se pueden obtener células CME para los 
embriones adecuados, sino que no se puede descar¬ 
tar un mal uso para la clonación reproductiva: 
podrfa generarse un ser vivo completo, 

Se inyectan células manipuladas en blastocltos 
intactos de ratón, donde estas células anadidas 
se disponen entre las células ICM* En el desarrollo 
embrionário aparecerá entonces una quimera con 
cuatro progenitores [Fig. 8*18). 

Guando, por ejempio, las células CME se han obte- 
nido a partir de un ratón marrón (el llamado gen 
Agoutí que se expresa incluso como color marrón de 
la piei cuando está disponible como una única copia) 
y se inyectan en un blastodto de un ratón blanco, 
entonces el color de la piei dei ratón recién nacido 
indicará si contiene células CME transformadas, 

■ 8,5 Animales transgénicos: 

idel ratón gigante al toro gigante? 

Al igual que en las plantas [Cap* 7), cuando se implan¬ 
ta DMA en las células de los animales también se pue¬ 
den -introdudr nuevos genes o deseonectar genes 


existentes. Los nuevos genes se heredarán* Actual- 
mente, estos animales transgénicos constituyen los 
productos más espectaculares de ia biotecnologia. 

Se han desarrollado múltiples métodos: 

• Disparos genéticos (gene guns) (Cap, 7): 
mediante este método se dispara DNA absorbido 
en bolitas y se introduce en las células. 

• Transgénesis mediada por retrovirus: los 

embriones de ratón de la fase de ocho células 
se infectan, antes de la implantación, con retrovi¬ 
rus defectuosos que sirven de vector para los 
genes ajenos. El material virai es defectuoso en 
el sentido de que oo puede produdr cápsulas 
ni virus infecciosos* Por lo demás, el método está 
limitado por el tamaho dei gen transferido (sólo 
ocho kilobases de DNA ajeno)* De este modo, 
en Munich se han generado cochinillos “lumino¬ 
sos” con ientivirus, que son portadores dei gen 
para la proteína de fluorescência verde (green 
fluorescent protein, GFP) (Cuadro 8.3). 

• Microinyección de pronúcleo: cuando se 
unen espermatozóides y óvulos en un zigoto, 
el DNA ajeno se inyectará directamente en 
el pronúcleo dei espermatozóide o dei óvulo 
[Fig, 8,14)* Por tanto, no se necesita vector. 

• Método de las células madre embrionárias: 

se extraen células madre embrionárias de la masa 
celular interna de los blastocitos y se mezclan con 
DNA ajeno, Algunas de estas células absorben 
el DNA ajeno y, de este modo, se transformam 


Fíg. 8.ii Con lá fecunda¬ 
dor in vitro (FIV) y lá trans¬ 
ferencia embrionária (TE) 
se puede aumentar d índi¬ 
ce de multiplicadón de los 
toros sementafes, Se provo¬ 
ca La superovuladón en Jas 
hembras mediante un trata- 
míento hormonal y se inse¬ 
mina n artífidalmente (cen¬ 
tro) o in vitro (fila superior): 
Los embriones se transfie- 
ren a madres de alquiler 
que aparentemente estân 
gestando. 



Fig. 8.12 Insemínarión 
deun ovulo [dibujo de 
Ernst Haeckelensu 
“Antropogenia"), 



Ffg. 8*13 Los centros de cria 
ofrecen esperma de toro 
y embriones por Internet. 



Ffg. 8,14 Microinyección: 
se aspira el óvulo sosíemén- 
dolo mediante una pipeta; 
se controla al microscopío 
una aguja de microinyección 
con un micromanipulador* 



Ffg. 8.15 Toro clonado. 
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Fig. 8.16 Câmo se generan 
tas quimeras porfusión. 



Fig. 8.17 Mediados de 2005* 
el éxíto más redeme de tos 
donadores: ei perrito afgano 
Snuppy (con un donante 
at que se extrajeron células 
de la oreja), El investigador 
de células madre Woo-Suk- 
Hwang, de Corea det Sur p 
lo consiguiõ (Cap. 9). 


Seguidamente, estas células se inyectan en la 
masa celular interna de un blastodto, De mo¬ 
mento, este método es el más importante. No 
obstante, los animales jóvenes son quimeras (ver 
punto 8,4], es decir, sólo una parte de las células 
son portadoras de genes ajenos, En la segunda 
generadón ya se obtienen animales transgénicos 
que contienen el material genético ajeno en 
todas las células. Si se siguen realizando cruces, 
se podrán establecer finalmente líneas transgéní- 
cas homozigóticas (de pura raza). 

• Transferencia mediada por esperma: utiliza 
“proteínas de enlace” para unir el DNAalas célu¬ 
las de los espermatozóides y transportarlo al óvu¬ 
lo como “caballo de Troya”. 

El ratón gigante engendrado en 1982 (Cuadro 8.1) 
por Richard Palmiter (Universidad de Washington] 
y Ralf Brinster (Universidad de Pensilvania) ya mos- 


traba las consecuendas de la nueva técnica* De dos 
ratones de diez semanas de edad, uno pesaba 
44 gramos y el otro 29 gramos. Gradas al gen de rata 
introducido para la hormona dei crecimiento, la cria 
de ratón gigante transgénico creció el doble de rápi¬ 
do que su hermano de camada no transgénico, y final¬ 
mente su tamafio era el doble que el de éste. 

El ratón (Mus musculus) es asombrosamente simi¬ 
lar a los seres humanos en términos fisiológicos. 
Sin embargo, los cerdos aún están fisiológicamente 
mãs próximos a nosotros, Puesto que los ratones 
son más fáciles de criar y mantener, a menudo 
se utilizan en medicina modelos muridos (de ratón) 
para investigar enfermedades humanas. 

La idea es genial (Cuadro 8.1 y Fig. 8.20): mediante 
un truco se inyecta el gen de la rata para la hormona 
dei crecimiento en un ovário de ratón indiferenciado 
y, en caso de êxito, se integra en el genoma dei 
embrion. Ei gen se acopla entonces a otro gen junto 
con su u gen conector 5 ' (promotor), de forma que pos¬ 
teriormente no forma la hormona en el cerebro dei 
ratón (como se preveía en realidad), y desde allí 
se extrae de forma controlada. Pero no ocurre así, 
ya que en primer lugar se forma en otro tejido, por 
ejempio en el hígado, y en segundo lugar lo hace de 
forma mcontrolada, sin control por parte de la hipófi- 
sis. De este modo, el ratón alcanza el doble de peso 
que otros congéneres de la misma edad no tratados. 

Sus descendientes también crecen más rápidamente 
y se hacen más grandes. Por consiguiente, el gen de 
la rata es estable en el material hereditário dei ratón. 

■ 8,6 Hormonas dei crecimiento 
para bovinos y cerdos 

Por ei contrario, en el caso de los bovinos el tama- 
no no es Io que constituye el centro de interés, ya 
que nadie quiere construir establos mayores, sino 
controlar la calidad de la leche, ei crecimiento, ia 
fertilidad y la resistência a ias enfermedades. 

La calidad de la leche cambia. Así pues, hay que obte- 
ner más casefna-x, una fosfoproteína, para producir 
mejor queso. Miltones de personas con intolerância 
a la lactosa han obtenido grandes ventajas con 
la leche sín lactosa. Pueden digerir la leche sin sufrir 
flatulência (Cap. 2, hasta ahora la lactosa se descom- 
pone enzimáticamente con la gaiactosidasa). 

Otro de los objetivos es la resistência a la mastitis 
bacteriana (inílamadón de ias ubres). En Estados 
Unidos, la mastitis causa anualmente pérdidas 
de dos mil miilones de dólares en la producción lác¬ 
tea. Parece que se está redueiendo claramente 
la cantidad de inyecciones a las vacas. 
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Ya se obtuvo m êxito económico con vacas leche- 
ras adultas a las que se inyectó una hormona pro- 
ducida genéticamente, la hormona dei creci- 
miento bovino [recombinant bovlne somatotro- 
pin ,, rBST): según los datos de algunos científicos, 
su producción de leche aumentó de uo 10 a un 
25%, Estas vacas sólo consunüeron un ó% más de 
alimentos. Es decir, la hormona aumenta de forma 
evidente la producción láctea sin que el gasto finan- 
ciero sea mayon Por el contrario, otros investigado¬ 
res hacen referencia a un mayor consumo de ali¬ 
mentos para la cria. Aún siguen sin aclararse los 
efectos a largo plazo dei tratamiento con hormonas. 

Aun sin tratamiento hormonal, la salud de muchas 
vacas de alto rendimiento parece ser problemática. 
A pesar de que se ha explotado en exceso la imagen 
de las "Vacas consumidas con hormonas", todavia 
hay que pronunciar la sentencia definitiva. 

Los excedentes de leche en Europa contribuyen a 
alimentar el escepticismo dei Vlejo Continente. 
Sin embargo, esta controvérsia sobre el tratamien- 
to hormonal, en parte encarnizada, podría acabar 
pronto: el gen de la hormona dei crecimiento 
se transfiere a los bovinos y ya no debe inyectarse. 
Las vacas transgénicas lo producen por sí solas, 

La introduccíón de hormonas dei crecimiento en los 
cerdos debería tener más sentido. En este caso, 
la hormona dei crecimiento hace aumentar la canti- 
dad de carne a costa de la grasa. Sin embargo, siem- 
pre se necesita un contenido mínimo en grasa, 
ya que Ia carne sin grasa no tiene sabor. Por lo demás, 
inyectar diariamente a los animales es impracticable. 
Hay que fabricar preparados de acción retardada que 
sólo deban inyectarse cada varias semanas, 

los cerdos transgénicos musculosos y sin grasa? 
En realidad se logro hacer una transferencia genéti¬ 
ca, pero con resultados mudio menos satisfactorios 
que con el ratón. Hasta ahora ha sido una decep- 
cíón. En los cerdos, una superproducdón de la hor¬ 
mona dei crecimiento tiene como resultado una 
mayor veiocídad de crecimiento con menor canti- 
dad de grasa, pero por otra parte, al mísmo tiempo, 
también se producen enfermedades dei rihón, câm¬ 
bios en la piei e inflamadones en las articulaciones. 
A rnenudo los cerdos transgénicos cojean y no son 
especíálmente fértiles, lo cual no es de extrahar con 
los sintomas que se acaban de describin 

Las cabras y ovejas transgénicas no parecen tener 
problemas de salud. Se está experimentando con 
ias glândulas mamarias de ovejas y cabras como 
“biorreactores" para secretar con la leche, albumi¬ 
na humana (factor VIII y IX, activador dei plasmi- 
nógeno], una Gene-Pharming. 



Padres Li o mozi góticos (blancos) 

L m Obtenciõn de embríones 


Padres homozigóticos (marrones) 
con el gen Agouti 



Hembra de ratón de alquiler 


Ratón quimérico (con manchas) 


■ 87 Gene-Pharming: 
valiosa proteína humana 
a partir de huevo y leche 

Los bíotecnólogos no consideran una broma ei poder 
ordenar hembras de ratón. En ratones normales segu¬ 
ro que el gasto no vale Ia pena, pero en ratones trans¬ 
génicos manipulados genéticamente tal vez sí. En 
1987, unos ratones produjeron por primera vez aeti- 
vador dei plasminógeno tisuiar [ tissue PlãsminO' 
gen Activator, t-PA; Fig. 8.20} humano y lo exereta- 
ban en su leche en concentradones elevadas. El t-PA 
es un principio activo importante que disuelve trom- 
bos (coágulos de sangre) en el infarto de miocardio. 
La idea básica fue inyectar ei gen dei t-PA humano 
[Cap* 9} en el óvulo fecundado de los ratones, igual 
que se habfa realizado con éxíto con otros genes de 
mamíferos. En algunos casos, el material hereditário 
se integro de forma estabie en la sustancia hereditária, 
Para poder obtener productos genéticos ajenos, 
como ei t-PA, a través de la leche sin complicado- 
nes (Fig. 8.20), se unió el gen promotor de la 


Fig. 8.18 Quimeras por 
inyecctàn que se obtuvierem 
con la ayuda de células 
madre embrionárias (CME). 
Las OtflE se pueden manipu¬ 
lar geneticamente de modo 
adicional. 



Fig. 8.19 Arriba: cabra do na¬ 
da. Los bovinos transgénicos 
pueden secretar proteínas 
humanas con ia leche. 
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Fig. 8.20 Izquierdaj tómo 
se produjo el ratón gigante. 
Derecha: los ratones trans- 
géníeos producen el activa- 
dordel plasminógeno tisular 
humano (t-PA) con la leche. 



Fig. 8,21 ün litro de leche 
de vaca pesa aproximada¬ 
mente 1030 gramos y contie- 
ne en promedío de 3 a 8 g de 
vitaminas y mmeraies, de 15 a 
35 g de proteínas, de 50 a 70 g 
de lactosa, 40 g de grasa de 
leche y el resto es agua. Las 
proteínas de la leche pueden 
ser princípios activos terapêu¬ 
ticos humanos en un futuro. 


p-lactoglobulina, la más abundante en Ia leche 
de los ratones, con el gen aislado dei t-PA humano. 
Ademãs, en realidad, el t-PA humano sóto se formó 
en el tejido de la glândula mamaria de los ratones 
transgénicos y se produjo de forma activa con 
Ia leche. Por el contrario, en la sangre de los rato¬ 
nes no se encontró t-PA humano (Fíg. 8.20). 

Hay mudms métodos que se pueden concebír. 
Las granjas de animaks domésticos, baratas, 
pueden producír productos manipulados genética¬ 
mente para cultivos de células de mamíferos en lugar 
de los biorreactores, que son caros. Cada ratón que 
se ordena en 15 minutos con una máquina especial 
de ordenar ratones suministra al día cuatro mililitros 
de leche. En poco tiempo se podrán engendrar colô¬ 
nias enormes de anlmates transgénicos. 

A iinales de los anos 1980, la empresa holandesa 
GenePharmíng empezó a manipular embriones 
de toro para estos fines. El objetivo era que la vaca pro- 
dujese en su leche la proteína humana lactoferHna 


en mayores cantidades. La lactoferrina parece servir 
como suplemento de Ia alimentación de los lactantes. 
Para empezar se manipularon genéticamente 
2400 embriones. De estos objetos de ensayo se 
siguieron desarrollando 128 y se implantaron en 
vacas normales. Sin embargo, el animal que vino 
al mundo, vivo y transgénico, como estaba previsto, 
en diciembre de 1990, que aproximadamente a los 
dos anos de edad hubiese podido producir leche con 
lactoferrina, no era una hembra. 

Al ternero se ie bautizó con el nombre de Hermann. 
En marzo de 1993, el gobierno holandês permitió 
utilizar esperma transgénico para Inseminar vacas 
no transgénicas. A finales de 1993 naderon los des 
cendientes de Hermann. 

De los 55 temeras que nacieron, ocho fueron hem- 
bras transgénicas. Ires de ellas murieron y las cin¬ 
co restantes alcanzaran la madurez sexual en la pri¬ 
mavera de 1995 y fueron inseminadas con esperma 
normal. En marzo de 199ó, las hijas de Hermann 
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trajeron terneros al mundo y empezaron a producír 
leche. j Cuatro de estas hijas de Hermann formaron 
lactoferrina humana en concentraciones de 0,3 
a 2,8 gramos por litro de leche! 

Esta lactoferrina es idêntica a ia que contíene la leche 
materna humana y mejora la absorción dei hierro 
y Ia protecdón contra las infecdones intestinales. 

Mientras tanto, las cabras aún siguen slendo ani¬ 
males transgénicos codiciados: se reproducen con 
más rapidez y son más baratas de mantener que los 
bovinos. En la leche de cabra se ha producido con 
êxito un factor para la coaguladón de la sangre. 
Un rebano de cien cabras puede suminístrar anual¬ 
mente productos por valor de 200 miilones de dóla¬ 
res americanos. ^Por qué utilizar entonces sólo 
glândulas mamarias como “biorreactores’? 


Una gallina pone una media de 250 huevos al ano, 
y la clara dei huevo condene aproximadamente de 
tres a cuatro gramos de proteína. Aún cuando sólo 
una pequena parte sim para fárrnacos, la produc- 
dón es rentable, Se pueden expresar anticuerpos 
monoclonales en huevos (Fig. 8.22). 

■ 8.8 Peces transgénicos: 
dei GtoFish® a la trucha gigante 

El sabio Lao-tse (Fíg. 8.24] dijo: «Si das pescado 
a un hombre hambriento, le nutres durante una 
jornada. Si le ensenas a pescar, le nutrirás toda 
su vidas. El consumo de pescado aumenta vertigi¬ 
nosamente. Cada ano se pescan unos 80 miilones 
de toneladas de pescado. Sin embargo, mochas 
reservas de peces están amenazadas (Fig. 8.30] 
y desciende Ia cantidad que se puede pescar. 



Ffg. 8.22 Insulina humana 
produddaen los huevos 
de gaüinas transgénicas, 
un sue fio realista. 

En la actualidad, en Alemania, 
un 90% de los huevos 
de galllna se producen en ins- 
talaciones ponedoras intensi¬ 
vas. En Alemanfã, las gallinas 
de esta especie porcen unos 
280 huevos anuales. 


Cuadro 8.1 El ratõn gigante 

Normal mente, el gen para la hormona dei 
crecimiento en los ratones (y también en los 
seres humanos) sólo se expresa en la glându¬ 
la pituitária (hipófisis). Produce la hormona 
y la transfiere a la sangre mediante el control 
dei cerebro. La cria de! ratón crece “controla¬ 
da de forma inteligente* por el cerebro. 

La idea genial de Ralf Brinster fue la 
siguiente: se trataba de producir hormona 
dei credmiento en el ratón fuera dei control 
de la hipófisis (por ejemplo en el hígado) y, 
de este modo, se alcançaria un mayor cred¬ 
miento. La síntesís de la proteína metalotio- 
neína se produce en el hígado y se estimula 
mediante metales pesados como el zinc, con 
tra el cual el tejido se debe proteger. ^Se pue¬ 
de utilizar su gen como “ arrastrador”? 

Cuando entonces se combinan dos genes (es 
dedr, DNA) con un “conectador" (promotor) 
'(gen de la hormona dei credmiento y gen 
de la mefàlotioneína más conectador de 
metalotionefna} y se implantan en un 
embrión de ratón, existe la esperanza funda¬ 
da de que, como mínimo, una parte dei gen 
de la hormona dei credmiento se exprese 
en el hígado y allf produzca dícha hormona. 

Lo más inmediato es implantar al microsco- 
pio un nuevo gen en una célula inyectando 
el DNA purificado, simplemente con una 
cânula, en el núcleo celular de un óvulo, 
y esperar que se integre en el genoma. 

Esto funciona muy bien en los ratones. 

En piirner lugar, se prepara el DNA con el gen 
de la hormona dei credmiento y el gen de la 


metalotionefna y su promotor indudble. Todo 
el conjunto se integra luego en un plásmido 
y se reproduce en bactérias miilones de veces. 
Seguidamente se vuelve a cortar en gran can¬ 
tidad el fragmento de DNA deseado con res- 
trictasas, Actualmente también se puede mul¬ 
tiplicar el DNA con la PCR, pero cuando se 
realizo el experimento dei ratón gigante este 
método aún no estaba dlsponible. 

Se observan los embriones ampliados entre 
100 y 200 aumentos al microscopio con una 
lente especial. Las estmeturas celulares dei 
embrión se Identlfican con gran contraste. 
Entre oeho y doce horas después de la 
fecundadón se pueden ver con daridad 
ambos pronúdeos redondos. Ei paterno es 
ostensiblemente más grande que el materno,, 

Con una pipeta de aspiradón se suje ta suave¬ 
mente un zígoto. Se pincha el óvulo con una 
aguja de mlcroinyecdón y se inyectan de 50 
a 500 copias de genes en el pronúcleo macho. 
No todos los embriones sobreviveu, pero por 
lo general un ÓO a 80% de ellos podrá vivir. 

Las hembra-madres de alquiler potenciales 
se aparean sólo con ratones macho esteriliza¬ 
dos. Luego tendrán una prenez aparente, 
entrarán en el ciclo hormonal de la gesta- 
ción, pero no llevarán níngún embrión. 

Los embriones implantados se desarrollan 
en la hembra de alquiler hasta convertirse 
en fetos normales. Los recién nacidos perma¬ 
nece n tres semanas junto a su madre de 
alquiler, hasta que son lo suficientemente 
mayores para el destete, 

^Es transgénico el ratón recién nacido? iüe- 
va ya integrado en su genoma el DNA que se 


le ha inyeetado? ^Se multiplica el DNA con 
cada división celular durante el crecimiento 
dei embrión? 

Una muestra de tejido extraída de la cola dei 
ratón nos da la respuesta. La PCR índica, en 
caso normal, que como mínimo aproximada¬ 
mente un 27% de los descendientes ha inte¬ 
grado el DNA extrano, que el DNA está acti¬ 
vo y que se transmite también a los descen- 
díentes con sus células sexuales. 

El ratón gigante creció tanto ai exponer 
el embrión a pequenas cantidad es de zinc 
porque las células dei hígado sintetizarem 
tanto metalotioneína como hormona dei 
crecimiento de la rata. El gen conector 
de la metalotioneína había activado verdade- 
ramente ambos genes. En el hígado ya no 
se podia seguir controlando la división 
de la hormona como en el cerebro. El exce¬ 
dente de hormona estimulo el desarroilo 
dei ratón de forma ininterrumpida. 

Actualmente, en todo el mundo existen ya 
2000 cepas de ratón transgénicas para la 
investigación científica. Esto facilita el anáE- 
sis de la función dei genoma humano. Los 
ratones son buenos modelos para las enfer- 
medades humanas: artritis, enfermedad de 
Aizheimer y enfermedades cardiovasculares. 



Ralf Brinster y et ratón gigante 
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Cuadro 8.2 Historia 

de ta biotecnologia: GloFish® 

-El primer animal doméstico 
transgénico 

Al igual que ei pez payaso Nemo de la pelí¬ 
cula de dibujos animados, un pececito 
de verdad está hadendo furor en Estados 
Unidos: un pez de acuario que se ilumina 
de un color rojo precioso con luz fluores¬ 
cente. jHa lie gado el primer animal domés¬ 
tico manipulado genéticamente! 

La euforia luminosa de los biotecnólogos 
comenzó hace aproximadamente 20 afios, 
cuando se inyectó ei gen de la enzima de la 
ludémaga ludferasa en las células dei tabaco, 
Cuando el sustrato luciferina llegaba con el 
agua de rtego a la planta y se convertia en lud¬ 
ferasa, las plantas manipuladas genéticamente 
(transgénicas) empezaban a ilumínarse en 
color amarillo verdoso. No se pretendia reco- 
ger en el futuro la cosecha de tabaco por la 
noche ni que el árbol de Navidad se ilumínase 
poco a poco por sf solo. Más bien el gen de la 
ludferasa sirvió a los científicos como marca¬ 
dor fácilmente identificable para ver qué genes 
se habían colocado en qué partes de Ia planta. 
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Peces cebra transgénitos criados en Smgapur; 
que se iluminan con fluorescência si tienen 
estrés o en presencia de metales pesados 
0 estrogenos en el agua. Derecha: la molécula 
GFP con el grupo fluorescente activo. 

La proteína de fluorescência verde (GFP) con- 
víerte la luz UV en luz verde de menor energia. 
Las soluciones de GFP purificada son amarillas 


con la luz eléctrica normal y se iluminan en 
verde con la luz solar. Lo que se acopla con 
ta GFP puede hacerse visibie siempre, por 
ejemplo cómo se mueven las proteínas por una 
célula o los vírus por el cuerpo. Cuando el gen 
de la GFP se inyecta junto con otros genes, se 
puede perdbír fácilmente dónde se expresa. 



GtoFfsh®, el primer amínal doméstico transgéni¬ 
co, se ilumina de color rojo con las radíadones 
de luz ÜV. 


Los investigadores de Singapur intentaron 
manipular el pez cebra de rayas negras y Man¬ 
cas {Danio rerio ), originário dei Ganges índi¬ 
co, de forma que en caso de estrés el pez se 
iluminará en verde 0 en rojo. De este modo 
se puede observar con facilidad la hormona 
sexual femenina (estrúgeno) o los metales 
pesados en el agua. 

Los japoneses, taiwaneses y estadounidenses 
hicieron un negocio de esta “idea luminosa": 
el primer animal doméstico manipulado, 
el GloFish ® (pez luminoso). Desde enero de 
2005, en Estados Unidos se puede comprar 
el dóFistP por cinco dólares. La comercialí- 
zación rápida ha irritado a muchos conoce- 
dores de la situación. Ninguna de las tres 
autoridades competentes estadounidenses 
pudo -0 quíso- evitarlo. Evidentemente, 
porque nadie se sentia responsable. 

La agenda medioambiental EPA ( M jLos peces 
decorativos no contaminan el medio 
ambiente!") también ío denegó, al igual que 
Ja agencia de autorizadón de medicamentos 
FDA (“[Los peces decorativos no son medi¬ 


camentos!”) y el Departamento de Agricultu¬ 
ra USD A (“[Los peces decorativos no son ali¬ 
mentos!"). Sin embargo, aunque hubiese que 
llenar este vado, aún existen dudas y muchas 
preguntas. Hay otros peces que estãn espe¬ 
rando desde hace anos una autorizadón, por 
ejemplo la trucha dei Pacífico transgénica 
(con hormona dei credmiento adicional). 

La perca dei Nilo (Lates niloticus), que se 
libero en ei Lago Victoria afridano con bue- 
nas intenciones, ha constituído un ejemplo 
muy negativo que no üene nada que ver con 
la manipulación genética. Elíminó casi todas 
Ias especies locales de peces, sobre todo 
las percas multicolor de Victoria (Cichítdâe), 
provoco su extinción y ni siquiera proporcio¬ 
no carne de alta calidad. Un laboratorlo 
viviente, hoy dfa aún en evolucíón, se des- 
truyó para siempre, alegremente y por falta 
de perspicácia, por un competidor exógeno. 



Medusa luminosa. 


Los investigadores de la Universídad de 
Purdue (West Lafayette, Estados Unidos), que 
desde hace muchos afios investigan los peces 
transgénicos, descubrleton en el pahente japo¬ 
nês dei salmón de píscifactoría, el medak^ 
que los seres transgénicos poseen una clara 
ventaja: fecundan los huevos hasta cuatro 
veces más a mentido que sus colegas salvajes. 
Los investigadores han negado a la condusión, 
a partir de sus símulacíones por ordenador, 
de que como muy tarde dentro de cincuenta 
generacíones las formas salvajes habrán desa¬ 
parecido de la naturaleza. 



Fig.8.23 Ei pez cebra 
(Danio rerio ) procede dei 
Ganges índico y es muy popu¬ 
lar entre los biólogos. En la 
fotografia se muestran sus 
variantes biotecn o lógicas. 


^Consiste la soludón en criar peces gigantes en pis- 
cífactorías? En la actualidad se crían unos 40 millones 
de toneladas de pescado anuales en piscicultura. 
A las truchas arco iris jóvenes se les inyectó hormona 
dei credmiento para truchas fabricada con ingenierfa 
genética (salmon growth homone). Los peces cre- 
cieron el doble. Sin embargo, es difícil y caro pescar 
míles de truchas e inyectarles la hormona. O sea, que 
se intentó producir truchas transgénicas. 

Las modificaciones genéticas en los peces son com 
siderablemente más sendllas que en los mamíferos. 


La fecundación de los huevos es extracorporai y el 
desarrollo de los embriones no se produce en la madre 
sino en el fondo de las aguas. Allí se pueden recoger 
los huevos con facilidad, y después de introducir nue- 
vos genes no deben volver a implantarse en la madre. 
Además, se díspone de muchos más huevos que en 
otras especies de animales, con lo que se pueden rea¬ 
lizar diversos experimentos en paralelo y se reducen 
comiderablemente los tiempos de investígadón. 

Los peces tienen unos óvulos enormes y, por tanto, 
inyectar el gen para la hormona dei credmiento no 
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fue especialmente difícil. ;La trucha dei Pacífico 
transgénica es aproximadamente diez veces mayor 
que el pez normal, e incluso algunas eran 37 veces 
mayores! Hn comparación, la trucha natural parece 
enana (Fig. 8.28), 

Adernás, los criadores quieren sadsfacer ciertas exi¬ 
gências de calidad en cuanto al sabor y la estética. Así 
pues, los consumidores apredan el color rosa en el 
salmón, que ori^nariamente se debe a que los peces 
salvajes comfan coo preferencia pequenos cangrejos. 
En el caso dei salmón, la expansión de la piscicultu¬ 
ra, sobre todo en Noruega, ha conduddo a una sobre- 
producción masíva. Hoy el salmón ya no es un artícu¬ 
lo de lujo, sino un alimento cotidiano. Los objetivos 
de la cria, hasta el momento, han cambiado poco con 
la técnica genética, Ésta brinda por primera vez 
la posibilidad de transmitir genes individuales corres- 
pondíentes a ciertas características, y con ello alcan- 
zar el objetivo de forma más rápida y precisa. Adernás, 
también se pueden utilizar genes de otras especies. 

En diferentes laboratoiios, sobre todo en Estados 
Unidos, Canadá, Gran Bretana, Noruega y Japón, 
hasta ahora se han modificado genéticamente 
35 especies de peces diferentes. Antes que las tru- 
çhas y las carpas, el salmón atlântico desempeha un 
papel fundamental; es el producto píscícola criado en 
piscicultura más importante en todo el mundo, 

Asimismo, ya se han modificado genéticamente 
peces como el bacalao, el rodaballo y el halibut, que 
en un futuro se producirán cada vez más en pisci¬ 
cultura, Hasta ahora no se ha apreciado una aplica- 
ción comercial. Se trabaja mucho con la modifica- 
ción genética de la especie Tilapia (perca multico¬ 
lor) (Fig. 8.25), Este pez de agua dulce, originário 
de África, se ha convertido en muchos países tropi- 
cales y subtropicales en uno de los peces de cria 
más importantes, También .se exporta a Europa, 

Actualmente, el objetivo de cria más interesante 
desde el punto de vista comercial y que persíguen 
los procesos genéticos, es acelerar el crecimiento 
dei tamano de los peces (Fig. 8,26). Muchos otros 
proyectos se encuentran todavia en una etapa ini¬ 
cial de desarrollo y están lejos de introdudrse en 
el mercado de peces transgénicos, En este caso, 
sobre todo, se trata de encontrar nuevos genes 
y desarrollar procesos adecuados para integrarlos 
en la herencia de los peces. 

En un principio se intentó aumentar de forma “sobre¬ 
natural” el crecimiento dei tamano de los peces trans- 
firiéndoles genes de la hormona dei crecimiento 
de diferentes especies animales (otros peces, ratas, 
toros, incluso seres humanos). Sin embargo, las expe¬ 


riências demuestran que las modificaciones en los 
genes específicos correspondientes de la hormona 
dei crecimiento ilevan al êxito deseado mejor y de 
forma más Üable. Si se transfiere ei gen de la hormo¬ 
na dei crecimiento dei salmón dei Pacífico al salmón 
dei Atlântico, en invierno también se libera la hormo¬ 
na dei crecimiento; ei salmón dei Atlântico crece 
durante todo el ano, no como antes solo en primave¬ 
ra y verano. Está claro que un salmón modificado 
genéticamente de este modo alcanzará su peso en 
canal más rápidamente (Fig, 8.28). 

En concreto, en las jaulas y cubas de las piscifactori- 
as las enfermedades producen caídas de producción 
de peces que pueden extender rapidamente agentes 
bacterianosy virales. Por ello, ias resistências gene- 
radas genéticamente son un objetivo interesante 
para la cria de peces. Un método para lograr que 
los peces sean más resistentes contra los agentes cau- 
santes de enfermedades es encontrar un gen de resis¬ 
tência adecuadoy transferirlo a los peces. Ütro méto¬ 
do es hacer que los peces produzcan más cantidad 
de la enzima antibacteriana íisozima (Gap. 2), 

En 1974, en la Umversidad de Terranova se heló 
un tanque con piatijas. La mayor parte de estos 
200 peces planos tenía hielo incluso en el corazóm 
El joven profesor ayudante chino Choy L. Hew 
(Fig. 8.29) estaba desconsolado. Regalo los peces 
congelados a sus colegas y durante dias fue muy 
popular, jSín embargo, al seleccionar los muertos 
descubrió de pronto un par de supervmentes! 
Habfan sobrevivido a Ia eongeiadón. 

Posteriormente, Hew descubrió la causa: una prote¬ 
ína ãntifreeze (anticongelante) que protege a deter¬ 
minados peces contra la congelación. Dado que 
se encontro también el gen que codificaba esta pro¬ 
teína, los científicos íntentaron transmitiria a los sai- 
mones. De este modo se esperaba poder criar salmo- 
nes incluso a temperaturas próximas al punto de con- 
gelacíón. En Ia actualidad, Hew produce con êxito 
peces transgénicos en la Universidad de Slngapur. 

Transfiriendo los genes de la “proteína de protec- 
ción contra la congelación' 1 parece que aumenta 
la tolerância al Mo de los saimones y otros peces 
de piscifactoría, El objetivo es producir salmón 
en piscicultura en las regiones marítimas donde 
las bajas temperaturas dei agua en invierno no 
lo permitían hasta el momento, 

Los ecologistas tienen dudas generales respecto 
a los peces transgénicos: no se puede garantizar 
que no se escapen de las pisdfactorías y se extien- 
dan de forma incontrolada. La perca dei Nilo [Lates 
nilotes) ha causado danos devastadores a las percas 



Fig. 8,24 Lao-tse, cuyo nom- 
bre popular era LÊ Er, La lite¬ 
ratura lo descríb@ como 
un contemporâneo 
de tonfuciode mayor 
edad (551-479 a.C) 



Fig. 8.2 5 Los re prese n ta fi¬ 
tes de la família TUapia son 
percas de aguas cálidas de 
África y dei Jordán, también 
I ta ma d os "pez de Pedro". 

Se adaptarc muy bien a todas 
las zonas don de fa Ita n aLi- 
mentos ritos en proteínas; 
se alimentan prá eticamente 
de todas las sustancias orgâ¬ 
nicas, no tienen preten si ti¬ 
nes, se multiplican rapida¬ 
mente. son resistentes 
a las enfermedades y tienen 
una carne muy valiosa. 



Fig. 8.26 THúpias transgêni- 
cas (izqu lerda) en compara- 
dõn con peces normales. 



Fig, 8,27 Morman JWcLean, 
de la Universidad de 
Southampton, trabaja 
con Tilapias y Medakas 
transgêni cas. 
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Fig, 8,28 Truchas salvajes 
(arriba) y compara ción dei 
tamafio dela trucbadei 
Pacífico transgêníca con Las 
truchas salvajes (abajo). 



Fig. 8.29 Choy L. Hew. de 
la Urtiversidad de Síngapur, 
trabajaba con peces anti¬ 
congelantes transgê bicos 
y ahora junto a Norman 
McLean con Tihpias. 



Fig. 8.30 En los arrecifes 
de coral se pesca en exceso. 
en parte con métodos rlega- 
les de captura, como cíanuro 
y dinamita. 



Fíg.8 .31 knock out. 


cobreadas en ei lago Victoria, y 3a mítad de las espe- 
cies dei lago se han extinguido. 

El gran miedo de poner en libertad peces trans- 
génicos, ya sea de forma intencionada 0 no, es que 
se crucen con las poblaciones salvajes existentes. 
Según la situación climática, prácticamente no se 
puede evitar que se escapen los peces de las pisci- 
factorfas. Trabajos recientes se están ocupando de 
la cria de peces transgénlcos que sean estériles y, 
por lo tanto, no puedan propagar sus genes. 

Por el contrario, los bovinos y los cerdos transgéni- 
cos no vuelven a su estado salvaje con tanta facili- 
dad en los países desarroliados densamente pobla- 
dos. Simplernente se capturan y se comem Existen 
excepciones: en las dificilmente accesibles islas 
Galápagos los cerdos domésticos convertidos en 
salvajes se comían las nídadas de las famosas tortu- 
gas que mspiraron a Darwin. Previamente las tor- 
tugas no habían tenido niiigún enemigo que se las 
comiera, aparte de las gavíotas. 

EnJapón y en Estados Unidos, por solo cinco dólares 
se puede comprar el pez cebra transgénko desa- 
rroüado por un investigador de Singapur, que es fluo¬ 
rescente bajo la luz ultravioleta. Se 11 ama GIoFisfr 
Y es el primer animal doméstico transgéníco (Cua- 
dro 8.2). El GloFisit es portador, en su material here¬ 
ditário, de la proteína de fluorescência verde (green 
fluorescentprotein, GFP) de una medusa luminosa. 

Ei GloFistF es un pez cebra tropical ( Dardo rerio) que 
lleva adícionalmente el gen fluorescente de ia medu¬ 
sa luminosa [Aequorea victoria ). Mientras que los 
peces cebra normales son negros-plateados, el Glo 
Fisif manipulado brilla de un color rojo intenso aun 
con una mínima luz incidente. En un principio, los 
peces luminosos se desarrollaron en la Umversidad 
Nacional de Singapur para calcular la suciedad am¬ 
biental en el agua. Una forma anterior de los peces 
manipulados sólo se coloreaba de verde 0 rojo cuando 
el agua donde nadaban contenía sustancias tóxicas. 

Tambíén el “monito transgénico” ANDi, el primer 
prímate transgéníco engendrado en el ano 2000, lle¬ 
va el gen de la medusa. AND! es una inversión de la 
abreviatura de inserted DNA (DNA insertado). La 
GFP actúa aqui como “proteína informadora”, 0 sea, 
como marcador para rastrear genes activados. Por 
una parte, el gen se transmitió de forma satisfactoria, 
pero no se activo. 

Por el contrario, en el ario 2003 esto sí se consiguió 
con los cerdos: 30 cochinillos brillaban en verde 
en el establo dei biólogo reproductor de Municb 

Eckhard Wolf y dei farmacólogo Alexander Pfei- 

fer. Como vehícuío de transporte para el gen de la 


medusa se utilízaron lentivirus (Cuadro 8.3). De 
este modo, el Gen-Pharming empieza a convertir- 
se en realidad. 

Sín embargo, con toda esta fascinación no se pue- 
den dejar de lado las dudas éticas. Naíuralmente, 
es más fácil utilizar vacas, ovejas 0 cabras transgéni- 
cas para la producción láctea que ordenar ratones. 

Ya se han produddo de esta manera diversos produc- 
tos farmacêuticos, jincluso en cantidades de 35 g/l 
de leche! Los productos pueden aislarse de la leche 
0 beberse directamente con ella. Una buena vaca 
iechera puede sumínistrar al ano aproximadamente 
10 000 litros de leche. Con esta cantidad se podrfan 
cubrir todas las necesidades de Estados Unidos 
(120 gramos) dei factor VIII de la sangre (para tratar 
la hemofilia). Por lo demás, este método de produc¬ 
ción no está (todavia) autorizado. Qtras proteínas 
que se desean obtener son la insulina, la eritropoye- 
tina (EPO, Gap. 9), el fibrinógeno, la hemoglobina, 
la ínterieuqulna-2, la hormona dei crecimiento y 
también los anticuerpos monoclonales. 

Queda esperar quién será el ganador en el Gen 
Pharnr. los animales transgénlcos (con una carga 
emotiva para los amantes de los animales) 0 sus 
homólogos mudos, las plantas transgéntcas (Cua¬ 
dro 7.7 dei Gap. 7). 

■ 8.9 Ratones knock out 

Las hembras de ratón tienen hasta ocho veces 
al afio de tres a ocho ratoncitos en cada parto. 
Después de cuatro a seis semanas, éstos alcanzan 
la madurez sexual y viven unos dos anos. Es decir, 
que una hembra de ratón puede traer al mundo has¬ 
ta su muerte a 150 descendlentes.. Por este motivo, 
los ratones son animales de iaboratorio ideales. 

El ratón desnudo, sin pelo, que se utiliza normal- 
mente para pruebas de tolerância de la piei es el 11a- 
mado ratón knock out (Fig. 8.31), que ha sido una 
pesadilla para los médios de comunicación. Sín 
embargo, es fácil olvidar que no se habría podido 
avanzar en la ínvestigacion de enfermedades huma¬ 
nas importantes sin los ratones SCID (inmunodefí- 
cíentes), los oncorratones (câncer) y los ratones con 
la presión arterial elevada. Más de 5000 enfermeda¬ 
des humanas se deben a defectos genéticos. 

Mediante gene targetting (dei inglês largei, obje¬ 
tivo) se desconectan genes individuales para luego 
observar en el aspecto externo (fenotipo) qué papel 
desempena el gen. Puesto que probablemente 
poseemos un 99% de contrapartidas humanas 
correspondientes a los genes de los ratones, esto 
proporciona muchísima información. 
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Para ello se transfiere un gen no funcional (gen 
knock ou$ a células madre embrionárias (CME). 
Previamente se puede cortar una sección dei DNA 
o sustituir una parte dei DNA por DNÁ no funcio¬ 
nal. Ei gen introducido se asoda fisicamente con 
el gen correspondíente de un cromosoma de ratón. 
A continuación se produce un intercâmbio hasta 
ahora poco conocido (recombinacíón homóloga). 
Las células madre embrionárias manipuladas de esta 
forma se ínyectan en un embrión prematuro con la 
esperanza de que se integrem Ei embrión se implan¬ 
ta en una madre de alquiler. Después, los ratones 
se reproducen para ver si el gen knock outse trans¬ 
fiere. Dado que en un principio existen dos copias 
de cada gen (uno normal, el otro inactivado), 
el ratón es heterozigótíco para este gen especial. 
Si se le aparea con otro ratón heterozígótico se gene- 
ran ratones homozigóticos que no producen la pro¬ 
teína correspondíente que se debe ínhíbir. Se nece- 
sitan dos generadones de ratones procreados en 
consanguinidad [crossbreedtng para obtener ani- 
males que sean completos knock outs (Fig. 8.31). 

Tales ratones knock out han becho avanzar de for¬ 
ma espectacular, por ejemplo, la investigación de 
la fíbrosis quístíca humana. La fibrosis qufstica 
(o mucoviscidosis) es la enfermedad hereditária más 
extendida en Europa. Aproximadamente uno de cada 
2000 recién nacidos está afectado, y uno de cada 20 
es portador dei gen defectuoso. Los pacientes produ¬ 
cen en sus pulmones grandes cantidades de mucosi- 
dad. Esto provoca dificultades respiratórias ypropen- 
sión a las infeccíones pulmonares. Hasta el momen¬ 
to es incurable. Hay que darse clara cuenta de que 
este método experimentai también podna ser ade- 
cuado para "noquear" a los genes cancerígenos. 

■ 8.io Xenotrasplantes 

Las necesldades de órganos para trasplantar están 
creciendo de forma muy importante. En Estados 
Unidos hay 45 000 personas menores de 65 anos 
esperando un trasplante de corazón. Frente a esto, 
sólo hay 2000 corazones de donantes adecuados. 
La necesidad crece, pero la disponíbilidad de 
donantes se estanca. Por tanto, se está intentando 
obtener órganos xenólogos de animales u obte¬ 
ner órganos en cultivos celulares. 

Los cerdos son los más adecuados (Fig. 8.32) para 
suministrar órganos a los humanos (por tamano, fisio¬ 
logia, anatomia). Sm embargo, el problema principal 
es la reacción de rechazo inmunitario: los anticuerpos 
humanos reaccionan ante los amígenos de las super¬ 
fícies celulares dei órgano dei cerdo como ante una 
molécula extrana que se debe combatir. Ahora, este 


rechazo inmunitario se descouecta geneticamente. 
El primer cerdo transgénico, Astrid, se engendró en 
1992. Los cerdos transgémeos producen reguladores 
humanos dei rechazo inmunitario, de modo que 
el órgano no se identifique inmediatamente como 
“extrano”. En los primeros cerdos transgénicos que 
desarrolló la empresa escocesa PPL Therapeutics, 
especialmente para xenotrasplantes, se i£ paraiizó” 
el gen de la a-1,3-galactosíl transferasa. Este gen codi¬ 
fica una enzima significativa que forma azikares 
en la membrana celular de los cerdos. 

Estos azúcares son importantes para la respuesta 
inmunitaría. Su carência aumenta las posibüidades 
de que el organismo receptor no rechace el tejido. 

De todas maneras, los corazones de cerdos sobrevi- 
vieron de 30 a ÓO dias en prímates antropomorfos. 
Por el contrario, los corazones control no transgé- 
nícos fueron atacados en cuestión de minutos 
por ei sistema inmunitario dei receptor. Para ello, 
los receptores tuvieron que ser tratados con Inmu- 
nosupresores [con cíclosporína, Cap. 4). 

Existen autênticos riesgos de que algunos vírus 
de animales (por ejemplo el virus PERV, porcine 
èndogenous retrovirus) , que son inocuos para 
los cerdos, se transfieran a los seres humanos a tra¬ 
vés de los órganos traspiantados y ailí resulten 
no ser tan inocuos. 

Es de esperar que las células islote de los cerdos que 
producen insulina humana a partir de cerdos knock 
out (que no producen insulina porcina) se trasplan- 
ten para tratar ia diabetes grave. 

Una posibiíidad que entrana un menor ríesgo 
es Ia ingeniería de tejidos [tissue engineering\. En 
ésta, por ejemplo, se cultivan células cartüa&nosas de 
la nariz humana en una estructura de polímero en un 
caldo de cultivo. Debido al problema inmunitario, lo 
mejor es utilizar células cartilaginosas dei mismo indi¬ 
víduo. A partir de ahí es verdaderamente posible for¬ 
mar narices y luego trasplantarlas (Figs. 8.33 y 8.34). 

■ 8.11 Cio nado n -Producción mas iva 
de gemelos 

A algunas personas, el concepto de “clonación* 
les parece inquietante. Sin embargo, Ja palabra gríe- 
ga “clorí 1 sólo significa vástago o rama. 

Todos los jardineros clonan cuando plantan una 
rama o hacen un injerto en un árboi frutal. Los bió¬ 
logos lo denominan reproducción asexual. 

Los pulgones son los maestros de Ia clonación. 
Las abejas macho, los zánganos, salen de huevos 
no fecundados (Fig. S.3ó). 



Fig. e.32 Las cerdos trans- 
genícos producen órganos 
para xenotrasplantes. 



Fig. 8.33 Unagran nariz 
famosa; el precursor fran¬ 
cês de la llustratíón, el ofi¬ 
cial de espírito libre 
y amante de los dudos 
Cyrano de Bergerac (1619- 
1655). habría aprovechado 
bien la ingeniería de tejidos 
y se habría ahorrado 
muchas p reocupa dones. 



Fig. 8.34 Una visión; el autor 
en el taüerde ingeniería 
de tejidos antes dei trasplante 
de una nariz nueva. 



Fig. 8.35 Los pólipos pueden 
reproducirse mediante 
brotes. 
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Cuadro 8.3 Opintón de los expertos: 
la clonación en Alemania 

EI 23 de diciembre de 1998 víno al mundo 
Uschi en Munich. Uschi es ia primera teme¬ 
ra europea que se clonó, como Dolly, 
a partir de células de un anima] adulto. 



jQué es la clonación 
por transferencia nuclear? 

En reaUdad, la transferencia nuclear es una 
técnica facilmente comprensible. Expresado 
de forma sencüla: ei núcleo celular de una 
célula de donante se introduce en una célula 
que previamente se ha desmideado. A partir 
de ahí se forma un nuevo embrión. Franca¬ 
mente, uno muy especial, ya que tanto en 
3 a oveja Dolly como en la ternera Uschi el 
núcleo celular procedia de células de la ubre. 

Para nosoiros, los biólogos reproductores, 
después de la transferencia nuclear ocurre algo 
fascinante que todavia no acabamos de enten¬ 
der: el núcleo celular, que hasta ahora estaba 
especializado total y completamente en su fiin- 
ción en la ubre, se reprograma, Se convierte 
y se “rejuvenece” en un núcleo celular que 
puede volver a activar el programa para todas 
las funciones orgânicas posteriores, Ademãs, 
se detíene temporalmente el programa genéti¬ 
co y se vuelve a poner en funcionamiento 
mediante mecanismos complejos. El óvulo 
unido artificialmente y el núcleo celular fun- 
eíonan entonces como una unidad -compara- 
ble a los procesos que ocurren tras fecundar 
un óvulo. El êxito de una transferencia nuclear 
depende» sobre todo, de esta interacción. 

Se ha derribado un dogma de la biologia 

Los experimentos pioneros en el Instituto 
Roslin de Edimburgo demostraron, en pri- 
mer lugar, que en determinadas circunstan¬ 
cias incluso las células de los animales adul¬ 
tos son adecuadas para la transferencia dei 
núcleo. Estos experimentos, cuya eulmina- 
ción es la oveja Doiiy generada a partir de 


células de la ubre, contradíjeron un dogma 
de la biologia celular, según el cual sólo las 
células embrionárias pueden formar un orga¬ 
nismo completo, En consecuencía, mudios 
científicos famosos dudaron de estos traba- 
jos. Entretanto se han disipado estas dudas 
después de haber repetido el procedimiento 
con éxíto en diversas especies de animales. 
Además de otros grupos de trabajo enjapón, 
Estados Unidos y Nueva Zelanda, nuestro 
grupo de Munich consiguió en 1998 realizar 
una clonación por transferencia nuclear con 
células de un animal adulto. De 93 óvulos 
fusionados con êxito, 32 {el 34%) se desarro- 
llaron a blastocíto, o sea, en un embrión de 
pocos dias de vida que se podia trasplantar 
a la madre de alquiler, En nuestro estúdio 
piloto sólo se fransfirieron cuatro de los 
embriones a dos hembras receptoras. Ambas 
se quedaron prenadas, pero una aborto en el 
quinto mes. No se identificaron modificacio- 
nes patológicas en este feto» aunque algunas 
particularidades de la placenta indicaban 
un fallo en la conexión entre madre y feto. 

La otra gestación discurrió sin problemas 
y culminó con el naoimiento de la ternera 
sana, Uschi, la primera temera cionada 
a partir de células adultas en los países 
de hab]a alemana, se sigue desarrollando 
con toda normalldad basta el día de hoy. 

Y ya ha dado a iuz dos terneros propíos. 

Biotecnologia de la reproducdón 
-La clave para cumplir más rápido 
los objetivos de la cría 

Hasta ahora, los conocimientos de la cria 
de animales sobre la herenda de cualidades 
síempre se debfan derivar dei fenotipo, es 
decir, de las características externamente 
reconocibles dei animal, En la actualidad, 
los métodos de manlpulación genética propor- 
cíonan un acceso directo al material hereditá¬ 
rio. El objeto dei análisis dei genoma es poder 
entender con Ia máxima predsión la estructu- 
ra y la fundón dei material hereditário a fin 
de identificar características genéticas impor¬ 
tantes y poderias selecdonar para la cria. 

Pero esto es sólo un aspecto; para poder apro- 
vechar a3 máximo las ventajas dela ídentifica- 
ción directa de genotipos se necesíta aumen¬ 
tar de forma selectiva el índice de reproduc- 
ción de animales genéticamente ventajosos. 
En ia cria de bovinos, la inseminadón artifi¬ 
cial ya era habitual en los anos 1950. Ésta 
permite una selecdón estricla de los toros 
sementaies. La bíotécnica de la transferencia 
embrionária (TE), que abarca la estimularión 
hormonal dei índice de ovulaclón de animales 


donantes genéticamente valiosos, la obten- 
dòn de embriones y la transferenda de éstos 
a animales receptores, permite mejorar tam- 
bién la selección de las hembras, Sin embar¬ 
go, este procedimiento es complicado, eosio- 
so y a menudo no es lo suficientemente efi¬ 
caz, Por ello no se puede renunciar a alterna¬ 
tivas o técnicas complementarias al procedi¬ 
miento de TE convencionai. 

En la producdón in vitro (PIV) de embriones 
bovinos se obtienen óvulos de ovários de 
vacas sacrificadas, se maduran en cultivos, 
se fecundan y se cuitivan durante un período 
de seis a ocho dias has ta que alcanzan fases 
en que son aptos para la transferencia. 

La PIV de embriones bovinos tíene una 
importância emínentemente práctica, ya que 
permite obtener descendientes de animales 
pertened entes a razas genéticamente valio¬ 
sas o amenazadas» los cuales se ban tenído 
que sacrificar por la edad u otros motivos. 

Cada vez más se obtienen óvulos de temeras 
y vacas vivas [ovum pickup, OPU) y se utili- 
zan para la PfV de embriones bovinos, Esta 
forma de obtener óvulos es una bíotécnica 
importante para aumentar el número de ter¬ 
neros de animales de cría valiosos. 

Clonación: contínuadón de ía 
biotécnica en la cría de animales 

La clonación todavia se encuentra en su 
mayor parte en fase de investigacíón básica. 
Antes de que se disponga sistemáticamente 
de esta biotécnica para la cría de animales, 
como mínimo se deberãn haber comprendh 
do amplíamente los mecanismos biológicos. 
Sólo de este modo se podrán solucionar los 
problemas de las gestaciones o de los terne¬ 
ros procedentes de la clonación, El punto cla¬ 
ve de la investigacíón radica en la sincroniza- 
dón de donante de núcleo y óvulo receptor 
para garantizar un programa genético intacto. 
El desarrotio de condiciones de cultivo ópti¬ 
mas para embriones bovinos clonados consti- 
tuye otro punto clave dei trabajo. 

El proceso de la clonación por transferencia 
nuclear (Fig, 8,52) es ínteresante, en primer 
lugar, para la investigacíón básica, pero sin 
duda también ofrece perspectivas a la cría 
de animales. Los mecanismos de reprogra- 
mación enormemente complejos que experi- 
mentan los embriones donados fascinan 
a numerosos equipos de investigadores en 
todo el mundo. Los clones por transferencia 
nuclear representan un modelo excelente 
para el estúdio de mecanismos epigenéücos. 


216 







EmBRIONES, CLONES Y ANIMALES TRANSGÉNiCOS 


En biotecnologia, la donadón es sobre todo 
interesante para una transferencia genética 
selectiva. Hasta ahora, para la transferencia 
genética en anímales ntiles se tenfan que 
ínyectar muchas coplas de la ínformación 
genética a transferir en el óvulo fecundado. 
Sin embargo, este procedimlento es muy 
poco eficaz, ya que sólo una pequena parte 
de los óvulos inyectados integra verdadera- 
mente la ínformación en el material heredi¬ 
tário; se deben Ínyectar cíentos de óvulos 
fecundados para obtener uno o dos temeres 
que sean portadores dei gen deseado adicio- 
nal, o modificado, benefidoso. 

Si se elíge ia estratégia de la donadón, se 
puede realizar el paso real de la transferencia 
genética ai cultivo celular, Se seleccionan 
entonces las células que han integrado la 
informadón deseada de forma estable y se 
transfieren sus núcleos a óvulos desnuclea- 
dos, generándose asf un embrión por transfe¬ 
rencia nuclear. Éste puede entonces transfe- 
rirse a un animal receptor y desarrollarse 
hasta convertirse en un ternero transgénico. 

La donadón de cerdos a partir de células 
modificadas geneticamente de forma selecti- 
va es sobre todo relevante para la modifica- 
ción genética de cerdos como donantes de 
órganos para xenotrasplantes. Con este 
método es postble, por ejemplo, eliminar 
según una base genética los restos de azúcar 
molestos de la superfície de las células porei 
nas que son causa dei rectiazo hiperagudo 
de los tejidos de cerdo en los prúnates. Sin 
embargo, con esto sólo se supera la primera 
cascada de una reaccíón de rechazo comple- 
ja. Para permitir una supervivencia más larga 
a los receptores de xenotrasplantes se deben 
combinar diversas estratégias y producír cer¬ 
dos multitransgénicos. Para ello hemos esta- 
blecido un nuevo método muy eficaz. 

Êxito de la medicina de los traspiantes 

Conjuntamente con ÀJexander Pfeifer, 
dei Departamento de Farmacla, utilizando 
cochinillos fluorescentes logramos integrar 
de forma eficaz una sustancia hereditária 
extrana en el material genético de mamífe¬ 
ros superiores. Como vehículo para la sus¬ 
tância hereditária extrana se utilizo un virus 
que puede penetrar en las células de los 
mamíferos, Como sustancia hereditária 
extrana se escogió un gen que codifica la 
proteína de fluorescência verde (Greert Fluo- 
rescent Protetn, GFP) ~un marcador óptimo 
de los tejidos. La mayoría de los cochinillos 
que nacleron tenfan ei gen activo de la GFP 


en todos sus tejidos e incluso se transmitió 
a sus descend lentes. Éste es un paso más en 
el camino hacia ia integracíón selectiva de 
genes, y de las características deseadas rela¬ 
cionadas con eitos, en animales de granja, 
y hada la utilízación de órganos animales 
para traspiantes en seres humanos. Median¬ 
te la transferencia selectiva de material here¬ 
ditário se logró que los tejidos se adaptaran 
a los receptores humanos correspond lentes 
y tuvieran más resistência inmunitaria. 

Hasta el momento sólo se habia logrado 
introducir genes de otras espedes, es decir, 
segmentos de ia sustancia hereditária DNA, 
de forma poco eficaz en las células de mamí¬ 
feros superiores. En la mayoría de los casos, 
el material hereditário se inyectaba para su 
ímplantación, lo cual es muy complejo y tie- 
ne un índice de êxito muy bajo. 

Los virus como vehículo para genes extranos 
son una alternativa mucho más prometedora. 
Poseen la capaddad de introducirse en las 
células extranas y allf construyen su propio 
material hereditário -ai igual que los genes 
extranos- en el DMA dei organismo infecta¬ 
do. Sin embargo, hasta entonces, el método 
habia fallado a menudo debido a que el mate¬ 
rial hereditário virai quedaba inhíbido por 
las células y no se podia volver a activar, 

En el Centro de Investigación Farmacêutica, 
el grupo de trahajo de Alexander Pfeifer eon- 
siguió solventar este problema mediante la 
tecnologia virai más moderna. Utílizaron un 
lentivirus, con el cual se infectó a los embrio- 
nes porcinos en una fase muy temprana, es 
decir, en la fase unicelular En total nacleron 
46 cochinillos. En 32 animales, que corres- 
pondían a un 70%, se pudo probar la exis¬ 
tência de la GFP. En 30 cerdos, es decir, 
el 94% de este grupo, el gen estaba además 
activo. En realidad no sólo se iluminaron 
de verde todos los tejidos y las células germí- 
nales, sino que el gen se transmitió incluso 
a los descendientes de los cochinillos. 

En un experimento posterior probamos si era 
posíble activar DHA ajeno sólo en dertos teji¬ 
dos dei cerdo, Para ello se volvió a introducir 
el gen de la GFP en los embriones, peio pri 
mero se coiocó un trozo de DNA humano 
que, entre otras cosas, es el encargado de 
activar un gen en ciertas células epitelíales, 

El gen de la GFP voívió a aparecer realmente 
en todos los tejidos de los cochinillos, pero 
sólo estaba activo en las células epitelíales. 

A partir de entonces se ha estableddo tam- 
bién este proceso para los bovinos. 


Clonación terapêutica y reproduetiva 

Los temas relativos a la “donadón terapêuti¬ 
ca y reproduetiva" suscilan discusiones muy 
acaloradas, En mi opinión, por ese motivo 
no deben separarse estrie tamente, ya que 
todos los pasos hasta la generación de 
un blastocíto (embrión en el séptimo dia 
de fecundación) son iguales para ambas, 

La separación no se produce hasta que 
se toma la decisión de quê hacer con 
el embrión: colocarlo eti el cultivo celular 
para establecer a partir de ahf las células 
pluripotentes o implantarlo en una mujer 
en la fase de ciclo adeeuada, después de 
la cual se desarrollará un nino, al menos 
en teoria. 



Cerdos transgénF 
cós, cuyos genes 
GFP se transfieren 
con lentivirus, 
queseílumínan 
de color verde. 


La soludón puede tener que regulaise legal- 
mente, pero se han preprogramado casos 
limite. Creo que con Ia clonación terapêutica 
también conseguiremos que Ia reproduetiva 
sea posible a largo plazo, También estoy bas¬ 
tante seguro de que dertos círculos de médi¬ 
cos reproduetores pedírán en poco tiempo 
que se autorice la donadón reproduetiva 
en casos espedales de donadón terapêutica 
~es decir, para tratar la esterílídad. 

Por tanto, estoy a favor de que se prohíba 
la donadón terapêutica tal y como es válida 
de facto % n Alemania con ta Ley de Protec- 
ción de los Embriones hasta que se hayan 
agotado todas las posibilidades de una tera¬ 
pia de sustltución de células. 



El Dr. Eckhard Wolf 
es profesor titular 
de Cría Molecular 
de Animales y Biotec¬ 
nologia en la Universí- 
dadde Munrch. 
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Cuadro 8.4 Historia 

de ia biolecnologia: H Clono[ogía” 

La cronologia de la clonadón (según Hwa 
A, Lim en su libro “Sexissogood, why 
clone?*, tambíén llamada “donología") 
comenzó probablemente con la partenogé- 
flesís (“reproducción asexuai") por parte dei 
embriólogo alemán Oskar Hertwig (1843- 
1922), quien aplico estricnína o doroformo 
a huevos de erizo de mar e hizo desarrollar 
los huevos sin espermatozóides. 

jacques Loeb (1859-1927) lo fepítió tres 
anos después. En 1 900, Loeb hizo desa.rroilar 
huevos de rana no fecundados pínchánddos 
con una aguja; en 1936, Gregory Goodwm 
Pincus ! 19G3-19Ó7) lo consiguió con óvulos 
de conejo mediante “shock” térmico. Hasta 
2002 no se informó de que se hubiese reali¬ 
zado una partenogénesis, por paite de Jose 
Cibelli, de Advanced Cell Technology, para 
un primate, un macaco llamado Buttercup. 



Paul Berg fue el prime- 
ro en clonar genes 
con êxito, y p o ate rio r- 
menEe hvotó una 
moratoría para mante- 
ner bajo control los 
experimentos con 
DMA. En 1980 recibiõ 
el prêmio MobeL 


La clonadón de genes ia realizaron en 1972 
Paul Berg, Stanley Cohen, Antiie Chang 
(Stanfordj, Herbert Boyer y Robert B. 
Hellmg (Universidad de Califórnia en San 
Francisco) (Gap, 3): el D NA extrario que, 
por ejemplo, se introdujo en bactérias, se pudo 
copiar mlüones de veces, 0 sea, clonarse. 

En 197Ó, Rudolf Jaenisch [Salk Instiíute, 

La Jolla) inyectó DNA humano en óvulos 


de ratón recién fecundados para produdr 
ratones con una parte de DNA humano. 
Estos ratones fundadores transmitieron 
el material a sus deseendlentes. jHabfan apa¬ 
recido los ratones transgénicos! 

Dos anos más tarde, el 25 de julío de 
1978, nació Louise Joy Browti, el prímer 
“bebé probeta” ( test-tube baby\ de la histo¬ 
ria, con los médicos britânicos Bob 
Edwards y Patrick Streptoe como funda¬ 
dores de la fecundacíón in vitro (FIV). 


La clonadón toda¬ 
via siguesiendo 
polémica para 
la opiniòn pública. 

En 1933, KaryMullis. (Gap. 10} descubrió 
un método con la reacdón en cadena 
de la pollmerasa (PCR) para copiar míllones 
de trozos de DNA y RNA, es decir, clonar. 

Steen Willadsen clonó en 1984 un cordero 
vivo a partir de células embrionárias de ove]a 
in maduras. Un afio después fue a Grenada 
Genetics para clonar bovinos comercial men¬ 
te. Sin embargo, los animaies generados a 
partir de células embrionárias contienen 
el material genético de ambos progenitores, 
dado que los embriones se han generado 
mediante fecundacíón sexual. En 1995, 

Ian Wilmut y Keith Campbell colocaron 
células embrionárias de oveja en una fase 
de reposo antes de transferir sus núcleos 
a células de ovejas. En 1996 nació Dolly. 

Teruhiko Wakayama desarrolló en 1 998, 
en Hawaii, la llamada técnica Honolulu, 
y creó varias generaciones de ratones geneti¬ 
camente idênticos. En la Llniversidad Kinki 
japonesa se donaron ocho temeros de una 
vaca. En Àlemama, en 1998 vino al mundo 
la ternera clónica Uschi (Cuadro. 8,3), 



En 1999, en Core a dei Sur se extrajeron 
células de una mujer estéril y se donaron 
en un embrión hasta la fase de cuatro célu¬ 
las. El experimento finalizo por motivos éti¬ 
cos y jurídicos, sin Uegar a impiantarse. 

At mísmo ti.empo, en la Llniversidad A&M 
de Texas se clonó el ternero Second Chance 
a partir dei toro brahmãn de 21 anos Chance. 
Éste es ei animal clonado de más edad que 
existe. En el afio 2000 se engendro mediante 
clonadón Tetra, una mona rhesus , mientras 
que en Japón y Escócia se donaron cerdos. 

En el ano 2001, Steve Stice triplico el índi¬ 
ce de êxito en la clonadón de bovinos. Se 
utilizaron células epiteliales y renales. Por 
primera vez se utilizaron las células de una 
vaca que se habfa sacrificado 48 horas antes. 

Prometea, el prímer caballo Hafiingerú ona- 
do, se engendro en 2003 en Itaiia a partir 
de células epiteliales. 



Arriba: cerdos donados. Abajo; Second Chance, 
el toro brahmán cuyo donante de núdeo, Chan¬ 
ce. tenía 21 anos y ya no era apto para la repro- 
ducdón debido a una operatíon de testículos. 



Fig, 8,36 Segeneranzãnga- 
nos por partenogénesls 
(reproducción asexual) a par¬ 
tir de óvulos no fecundados. 


Cuanto más desarrollados estãn los seres vivos, 
menores son sus posíbilidades de reproducirse ase- 
xualmente. Es probable que la reproducción 
sexual fuese una ventaja decisiva en la evoluem 
para adaptarse a las nuevas condiciones dei entor¬ 
no. La competência condicionada por la elección 
de un companero garantiza la selección de los indi¬ 
víduos mejor adaptados. Por otra parte, el material 
hereditário se dasifica cuando se forman las células 
germinales. Esto ofrece infinitas variantes median¬ 
te las que se asegura que existan indivíduos que 
se puedan adaptar a condiciones medioambientales 
nuevas, lo coai no ocurre con ia clonadón. 


Es evidente que los factores evolutivos decisivos 
de variación y selección, según Charles Darwin 
y Alfred Wallace, se aprovechan mefor con 
la reproducción sexual, 

Sin embargo, con la reproducción sexual tambíén 
pueden generarse indivíduos genéticamente idên¬ 
ticos: los gemelos univitelinos. En los seres huma¬ 
nos, sin embargo, esto sucede sólo con una frecuen- 
dadelO,3%. 

Según Jens Reich, «desde el punto de vista gené¬ 
tico, un clon no es otra cosa que un gemelo que 
viene al mundo con retraso». 
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■ 8.12 CLonación de salamandras 
y ranas 

El zoólogo aiemán Hans Spemann (1869-1941) 
experimentó con embriones de salamandra. En el 
“experimento dei suministro retrasado dei núcleo" 
inhibió parciaímente un óvulo fecundado (zígoto), 
es decir, el núcleo celular se desplazó a un lado por 
estranguladón. Sólo se fecundó esa mitad. Sí un 
núcleo segmentado se desliza posteriormente por 
debajo de la ligadura en la mitad sin núcleo, éste se 
mUibe y empieza a segmentarse más tarde. De ahí 
viene la denominación “suministro retrasado dei 
núcleo”. A partir de ambas mítades se desarrollan 
embriones completos. Debido a estas observacio- 
nes, Spemann propuso realizar el experimento de 
poner en marcha un desarrollo normal en el plasma 
celular dei huevo con núcleos de células somáticas 
desarrolladas. En 1935 fue el primer zoólogo en 
obtener el prêmio Nobel. en fisiologia o medicina 
(Hg. 8.37). 

Hoy en día, esta propuesta de Spemann se conoce 
como “transferencia nuclear eo un óvulo al 
que se ha extraído el núcleo", Robert Briggs y 
Thomas King lo iograron por primera vez en 1952 
en el Instituto de investigaeíón contra el Câncer de 
Filadélfia. Daharon con luz ultravioleta e! núcleo 
de un óvulo recién fecundado y lo sustituyeron por 
el núcleo de una célula de blastodto de la rana leo¬ 
pardo. Los blastocítos son esferas huecas Henas de 
liquido con aproximadamente cien células, las cua- 
les se forman una semana después de la fecunda- 
ción dei óvulo. El huevo activado de ese modo 
empezó a desarrollarse como renacuajo “huérfano 
de padre". Sin embargo, con núcleos celulares dei 
estado embrionário gastrular, de néurula o de célu¬ 
las corporales maduras (células somáticas), esto no 
funciono. 

Más famosas se hicíeron las ranas con garras su- 
dafricanas [Xenopus lâevís) (Gap. 3) dei biólogo inglês 
John Gurdon a princípios de los anos 1 960. Con un 
capilar de vidrio muy fino pinchó cuidadosamente al 
microscópio una célula de la pared intestinal de un 
renacuajo y aspiró el núcleo (díploide, es decir, dota¬ 
do de dos juegos de cromosomas) de estas células 
maduras. Seguidamente, con el mismo capilar pinchó 
el óvulo de una rana y transMó el núcleo de la célu¬ 
la intestinal, El núcleo celular haploide (con un juego 
de cromosomas) dei óvulo no fecundado se habfa des¬ 
truído previamente por completo mediante radíación 
ultravioleta (UV) o mediante su aspiradón. Por con- 
siguiente, los fragmentos de DNA no podían reorga- 
nizarse. El êxito fue modesto: sólo algunos de los cien 
óvulos diploídes construídos de esa forma se compor- 


taron como un óvulo fecundado, empezaron reali¬ 
zando divisiones celulares y acabaron convírtiéndose 
en renacuajos y ranas completas (Eig. 8.39). También 
bubo animales mal formados y enfermos. jPero la 
idea funciono! Esto constituyó al mismo tíempo la 
prueba de la omnipotência dei núcleo celular en 
una célula intestinal diferenciada. 

Puesto que los críticos segufan argumentando que 
la célula intestinal de un renacuajo no era una célu¬ 
la terminai, John Gurdon repítió posteriormente 
el experimento con células cutâneas flotantes (que 
se producen entre los dedos) de ranas con garras 
adultas. Mediante la clonación en serie obtuvo una 
mayor cantidad de animales adultos. Se define 
la clonación en serie como la transferencia nucle¬ 
ar en un oocito exento de núcleo, su erecimiento 
posterior a una blástula y después la nueva transfe¬ 
rencia a los oocitos exentos de núcleo, Este princi¬ 
pio corresponde al acondieionamiento dei núcleo 
celular en la oveja clonada Doüy (ver más abajo). 
El DNA de un núdeo “terminal" puede, obviamen¬ 
te, “descomprimirse" para la transcripcíón sólo en 
clertas condiciones experimen tales. 

Los resultados básicos de los experimentos de 
transferencia nuclear fueron los siguientes: una 
célula somática madura contiene toda la informa- 
ción para formar un organismo y, en circunstancias 
favorables, también puede convertida en un pro¬ 
grama de desarrollo. Sin embargo, la utilización 
coordinada de esta información es muy compleja 
y sólo funciona en raras ocasiones. 

■ 8.13 Dolly-EL descubrimíento 
decisivo en la clonación 

Posteriormente, durante décadas se estuvo inten¬ 
tando clonar mamíferos. Los experimentos conrato- 
nes en los anos 1970 no tuvieron êxito, El volumen 
de un huevo de mamífero es 4000 veces menor que 
el de un huevo de rana. Un huevo de ratón tiene 
un diâmetro de sólo una décima de milímetro. 

En 198ó se produjo un descubrimíento en 
Cambridge: el biólogo danés Sten Willadsen 
extrajo el núdeo de las células de un óvulo 
de oveja. Introdujo núcleos de zígotos de oveja 
en los óvulos sin núcleo y allí se desarrotlaron 
embriones, Sin embargo, los experimentos con 
núcleos de células somáticas maduras fallaron, 

A mediados de Jos anos 1990, los investigadores 
dei equipo de lan Wilmut (Fig. 8.40) y Keith 
Campbell, en el Instituto Roslin escocês, extra- 
jeron células dei útero de la oveja Finn Dorset 
adulta Tracy y ias cultlvaron en solución celular. 



Fig. 8.37 Hans Spemann 
(1869-1941), 
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Fíg. 8,38 Fases evolutivas 
de la rana con garras en 
un trabsjo dei embrEóbgo 
E.j. Btes publicado en 1905. 





Fíg, 8.39 Las ranas fueron 
los primeros animales que 
se clonaion. 



Fí g. 8.4 0 La s u pe re stre lia 
Dolly corriam Wilmut 
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Fíg. S.41 Como se créõ Daily. 



Fig, 8,42 Historia de Dolly 
(de arriba abajo): 

Megan y Morag, las primeras 
ovejas dona das a partir 
de células embrionárias 
de cultivo; 

Doíly como superestrella 
huyendo de los médios 
de comunlcadón; 

Dollyysii primercordem 
Bonnie. 




Tracy ya estaba muerta cuando sus núcleos celu¬ 
lares se inyectaron en otra raza de oveja. El óvu¬ 
lo y el núcleo se estimularon en un medio de cul¬ 
tivo y se inició verdaderamente un desarrollo 
embrionário. Fmalmente, la oveja clonada Dolly 
vío la luz dei mundo el 5 de julio de 199ó, 

Dolly era la prueba viviente de que se pueden clo- 
nar mamíferos adultos, de que una célula somática 
normal puede “olvidar" todas las especificidades 
y puede actuar como si fuera un óvulo fecundado 
“totipotente". El breve escrito en Nâture desmen¬ 
tia uno de los dogmas más pertinaces de toda la bio¬ 
logia (Fig. 8.41). 

Entre otras cosas, Dolly también tuvo suerte: 
de 277 experimentos, sólo 29 se convirtíeron en 
embriones que podían transferirse. Las pocas hem- 
bras gestantes tuvieron abortos. La madre de alqui- 
ler de Dolly fue la única excepción feliz. A todos los 
que especulan en voz alta sobre la clonación huma¬ 
na, estas cifras deberían hacerles reflexionar. 3 Los 
embriones de oveja mal formados ya son lo sufi¬ 
cientemente fértilesl 

Posteriormente, la propia Dolly también fue madre 
por métodos “natuiales”: el 13 de abril de 1998, 


Bonnie vino sana ai mundo. Por cierto, Dolly no era 
la única oveja clonada, sino que habfa tenido ante- 
cesoras: en 1995, las ovejas Welsh Mountain 
Megan y Morag se habían clonado directamente 
a partir de los núcleos de células embrionárias, con 
Taffy y Tweed, dos carneros Black Welsh, al mísmo 
tiempo que Dolly a partir de células fetales culti¬ 
vadas. Estos predecesores habían demostrado que 
se puede trabajar con células cultivadas. 3 El milagro 
de Dolly fue que se utílízaron células somáticas 
de la donantel 

Míentras tanto, después de seis anos de gloria, 
Dolly murió de una enfermedad pulmonar 

El único estúdio sistemático antes de Dolly se había 
realizado con ratones clonados en el Instituto Na¬ 
cional de Enfermedades Infecciosas de Tokio. Los 
ratones muríeron prematuramente. 

Los 24 terneros clonados de la empresa de clona- 
ción Advanced Cell Technology aún tienen que cre- 
cer antes de que se puedan ver los resultados. 
En febrero de 2003 murió en Australia la primera 
oveja clonada, a la edad de dos anos y diez meses, 
con sintomas poco claros. Las enfermedades pulmo¬ 
nares como la que tenfa Dolly son típicas de las ove- 
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jas viejas. Su madre donaníe tenfa seis anos coando 
se le extrajeron las células. De ínmediato se suscító 
una díscusión sobre la esperanza de vida de los ani¬ 
males clonados. En enero de 2002 ya se había pues- 
to de manifesto que Daily lenia artritis, una enfer- 
medad senil de las articulacíones. Al respecto, 
Hany Griffin, dei Instituto Roslin, dijjo; «Las ove- 
jas pueden vivir de once a doce anos. Se realizará 
una investígación post mortem y se informará de 
todos los descubrimientos significativos#. 

Entretanto se ha descubierto que algunos animales 
clonados poseen telómeros más cortos que sus 
congéneres de la misma edad. Los telómeros son 
caperuzas de cromosomas situadas en el extremo 
de éstos con una secuencia de repetidón de DNA 
característica, la cual protege a los cromosomas 
(como los extremos de plástico de los cordones). 
Con cada división celular, los telómeros se hacen 
cada vez más cortos y T por Io tanto, pueden consi- 
derarse como medida para determinar la edad de 
las células (en algún momento, el cordón ya no tie- 
ne extremo de plástico}. 

Se está trabajando de forma intensiva en la activa- 
dón de la telomerasa en las células humanas. Esta 
enzima aumenta el número posíble de divisiones 
celulares de aproximadamente 50 a 300, aunque 
hasta ei momento sólo en cultivos celulares. ^Tene- 
mos a la vista una posible fuente de juventud? 

■ 8.14 DificuLtades de la clonarión 

Sin embargo, Ias difcuitades de ladonación no sólo 
se deben a que la técnica es imperfecta, sino tam- 
bién obvíamente a motivas bialógicos. 

El núcleo celular procede de una célula corporal 
totalmente desarrollada, en la cual ciertos segmen¬ 
tos de genes están bloqueados. Por ejemplo, una 
célula islote [para la producción de la hormona insu¬ 
lina) no tiene que fabricar las sustancias de una neu- 
rona. A su vez, una neurona no necesita insulina. 

Con Dolly, lan Wilmut anuió la ínhibición dejan- 
do que los núcleos de las células somáticas extraí¬ 
dos pasaran hambre en un medio pobre en sustan- 
cias nutritivas. Probablemente, la empaquetadura 
dei DNA voivió a su sítuación original. El DNA blo¬ 
queado se reprogramó. 

Por lo general, el núcleo celular dei donante está 
dafiado de antemano. A memido, la radiación UV, 
los radicales de oxigeno reacfivo (ROS) y las sustan¬ 
cias tóxicas han danado algunos puntos dei geno- 
ma. En el caso de ios seres humanos hay que aha- 
dir el alcohol, los medicamentos, los rayos X y los 
alimentos a la parrílla. Normalmente, estos danos 


no afectan a la célula somática puesto que no nece¬ 
sita esta informadón que se ha danado. El dano 
no se hace evidente hasta que se produce la repro- 
gramacióny el nuevo desarrollo como clon. De este 
modo también se podria explicar el hecho de que 
el clon envejezca prematuramente. 

Por último, la interaccíón entre óvulos desnucleados 
y núcleos celulares inoculados no funciona sín fallos. 
El plasma celular dei óvulo controla la función 
del núcleo celular correspond lente con ciertos princi- 
pios aetivos. Si no se ha reprogramado correctamen¬ 
te, se producen malentendidos. En ia fecundación 
normal se desmetüan los cromosomas paternos poco 
después de penetrar en el óvulo [se eliminan 
los grupos CLL). Así, en una fase posterior, el óvulo ya 
no ios produce porque normalmente no los necesita. 

La “euforia de la copia 71 de los médios de comunica- 
ción tampoco está justificada desde el punto de vis¬ 
ta científico: [la mayoría de los clones actuales no 
son en absoluto copias idênticas de los donantes! 

Como todos los animales clonados, Dolly recibió 
un núcleo celular de la madre donante, pero utili- 
zó el plasma celular de la donante de óvulos y, 
de este modo, recibió su DNA mitocondrial. Las 
mitocondrias, incluso para la fecundación nor¬ 
mal, proceden siempre de la madre (procedência 
materna). [El DNA de las mitocondrias del óvulo es 
importante y también puede utilizarse para las hue- 
lias dactílares de DNA [Cap. 10)1 

Por tanto, Dolly fue ei producto del DNA nuclear del 
donante más el DNA mitocondrial del óvulo, y ade- 
más con la influencia de la hormona de Ia hetnbra de 
aiquiler. Dice lan Wilmut ai respecto, en su libro 
La segunda creaciôn de Dolly a la clonaciôn humana: 
«Por ese motivo, Dolly y la oveja madre, de la cual pro¬ 
cede el núcleo original, tienen un DNA idêntico, pero 
no un citoplasma idêntico. Visto de esta forma, Dolly 
00 es un clon “reaT de la oveja madre original. Sim- 
plemente es un clon de DNA 0 un clon genómico#. 

É1 formula cuidadosamente: «Aunque las células del 
cuerpo de Dolly proceden de una célula que, sobre 
todo, contenía citoplasma de Scottish Blackface, 
en esta célula también había algo de citoplasma Finn 
Dorset, que rodeaba al núcleo celular del donante. 
Naturalmente, el oocíto que procedia de Scottish 
Blackfaceexa mucho mayor que la célula somática cul¬ 
tivada que suministró el núcleo Finn Dorset, de modo 
que se podía haber afirmado que la menor contríbu- 
dón de Finn Dorsetsimplemente se había suprimido. 
En realidad, parece que esto efectivamente es así#. 

La parte de citoplasma y de hembra de aiquiler 
en la apariencia externa del clon quedó clara cuan- 
do se clonaron gatos. 




y] J 


Fíg. 8,43 Mítocondría. 

Con ia fecundación normal, 
las mítocondrias también 
proceden siempre de la 
madre y ccntienen DNA 
mitocondrial. 



Fíg. 8.44 Potro c lona do en 
Texas, Ilamado Paris-Texas 
por la película de Wim 
Wenders. 



Fíg. 8.45 Ve nado do nado. 



Fíg. 8.46 Los gatos tienen 
19 pares de cromosomas. Sin 
embargo, sõloel cromo soma 
Xfemenino contiene informa- 
dón sobre el color. Por tanto, 
los machos (XY) só lo pueden 
transmitir en la herencíasu 
Informadón de color a sus 
destendíentes hembras (XX); 
las células de semen con lo$ 
cromosomas Y no son porta¬ 
doras de ninguna informadón 
de color Portanto, los machos 
heredan su color (negro 0 
rojo) siempre de su madre. 
Aqui se muestran dos fenó¬ 
menos importantes: mi gata 
tricolor Fortuna ha capturado 
la cola de una lagartija. 
y ésta, que ha salvado La 
vida. se regenera. 
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Fig, 8.47 MarkWesthusin 
con Tc” Carbon copy Tarry 
Wadsworth, Texas A&M 
College of Veterinary 
Medicine. 



Fig. 8.48 La madre ve rd ade¬ 
ra Eainbow (arriba) y la 
madre de alquilar de "Ct” 
(centro) con Carbon copy 
(abajo). 





Fíg.8.49 Los cobres de los 
gatos donados fueron una 
sorpresa para los investiga¬ 
dores (ver texto). 


■ 8.15 Clonación de gatos 
-Las diferentes variantes 
de progenitores 

En el caso dei gato, es necesario aclarar la clonación. 
En prirner lugar, existen diversas variantes de 
“progenitor”: 

1 . Una gata hembra puede danar su óvulo. A éste 
se le extrae el núcleo celular y se introduce 
un núcleo en sus células somáticas. El embrión 
que se genera de este modo se implanta en la mis- 
ma gata. Ella será donante de óvulo, de células 
somáticas y madre de alquiler al mísmo tiempo. 
Es decir, un progenitor. 

2. El núcleo de las células somáticas puede proceder 
de otro gato (macho 0 hembra) y el óvulo se vuel- 
ve a implantar en la donante de óvulo* Es decir, 
dos progenitores* 

3. El óvulo y la célula somática procedeu de diferen¬ 
tes gatos, y la hembra de alquiler es una tercera 
gata: tres progenitores. 

El procedimiento que se realiza a continuación 
es igual que en el caso de Dolly. Paso a paso: 

• Se extraen células somáticas de la gata, a las cua- 
les se hace “pasar hambre” en médios de sustan- 
clas nutritivas. Seguidamente, sus núcleos celu¬ 
lares se extraen de forma química 0 mecânica- 

• Mediante manipulacíón hormonal, una gata 
donante produce vários óvulos al mismo tiempo 
en lugar de uno (superovukción). Éstos se 
extraen por punción (como en la fecundación 
artificial) y se les extrae el núcleo. Lo único que 
queda es el contenido de la célula desnucleada 
(jque sin embargo todavia contiene el importan¬ 
te DNA mitocondrial!, ver arriba). 

• El núcleo donante se introduce en el óvulo des- 
nucleado* Esto se puede realizar con micropipe- 
tas 0 mediante pequenos impulsos eléctricos* 
El óvulo tiene ahora un juego de cromosomas 
diploide (como si se bubieran unido normalmen¬ 
te el óvulo y ei espermatozóide). Se excitará 
con impulsos eléctricos para lograr que se divida. 
En la fase de ocho células puede investígarse 
si el embrión tiene danos hereditários, 

• El embrión en crecimlento se implanta en el úte¬ 
ro de una gata de alquiler, que parirá* 

Guando se trata de clonar una gata, en lugar de uti¬ 
lizar una nueva hembra de alquiler, ía propia gata 
donante dei núcleo celular puede actuarcomo hem¬ 
bra de alquiler, En teoria, Ia gata se clonará a sf mis- 
ma. Es muy probable que, en ese caso, la gatita clo- 
nada fuera enormemente parecida a ella, un clon 


autêntico. Por el contrario, cu ando hay que clonar 
un gato macho, éste no puede prescindir en absolu¬ 
to de ia ayuda de las hembras. Sin embargo, la gata 
puede ser hermana gemela, madre ovular y madre 
de alquiler de un doo. 

La gata tricolor “Cc” 0 Carbon copy (copia con papel 
carbón) nació en 2001, dos dfas antes de Nochebue- 
na* Los investigadores tejanos que trabajaban con 
Mark Westhusin (Fig* 8,47) explicaron que se 
habfa clonado un gato por primera vez en la historia* 

por qué la muestra de color de Cc no es idênti¬ 
ca a la de la donante dei núcleo celular y dei óvulo 
RainboW? En realídad, la muestra de color es muy 
similar a la de Ralnbow. Naturalmente, la piei y el 
patrón no se parecen a la hembra de alquiler 
(“madre surrogada f1 ) porque genéticamente se trata 
de dos gatos completamente diferentes (Fig. 8*48). 

jSin embargo, no puede esperarse que el patrón de 
color dei clon sea exactamente igual al de la gata 
donante! El motivo es que el patrón de color es el 
resultado de influencias genéticas e influencias 
dei entorno. 

Por ejemplo, tiene influencia la posición dei 
embrión en el útero de ía hembra de alquiler, cuyos 
foifculos pilosos específicos alcanzan las células que 
producen los pigmentos. Otros factores dei entorno 
también pueden contribuir a crear pequenas dife¬ 
rencias entre el clon y el donante* Asimismo, la ali- 
mentación de la hembra de alquiler puede inf uir 
en el tamano dei gatito al nacer (Fig. 8,49)* 

iHabría que recordar que un clon es genéticamente 
idêntico al donante, pero no es el mismo animal! 
Por consiguíente, existen diferencias de aspecto, 
pero ninguna es drástica. 

Los tejanos utilizaron las denominadas células cúmu¬ 
lo para clonar a Cc. Las células cúmulo rodean al óvu¬ 
lo durante la maduración en la trompa uterina de la 
hembra. Alimentan al huevo antes y justo después 
de la ovulacíón* Los científicos tejanos creen que 
las células cúmulo son más adecuadas que los flbro- 
blastos. En prirner lugar se produjeron 82 embriones 
donados (a partir de núcleos celulares de fibroblastos 
epiteliales) y se implantaron en siete hembras de alqui¬ 
ler* [No hubo suerte! Seguidamente se utilizaron 
las células cúmulo de Ralnbow y se generaron em¬ 
briones donados. Estos embriones se implantaron en 
la hembra de alquiler y óó dias después nació Cc* 

^Hay que utilizar entonces células cúmulo para clo¬ 
nar gatos? No, Cc sólo es el prirner gato clonado. 
Los otros seis anlmales donados (ovejas, cabras, 
bovinos, cerdos, ratones y el gaur) se obtuvieron 
a partir de núcleos celulares de fibroblastos conge¬ 
lados y luego descongelados de forma natural. 
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Cuadro 8.5 Fecundadón in vitro 
en los seres humanos 

Se inicia con la obtendón de óvulos median- 
te una purttión en tas trompas uterinas. 

La técnica está muy desarrollada, pero aún 
oculta algunos problemas. La mujer debe 
someterse a un tratamiento hormonal a fín 
de que maduren simultáneamente vários 
óvulos en los ovários. Por tanto, pueden pro- 
duclrse trastornos hormonales. Mediante 
ultrasonidos en la pared abdominal se deter¬ 
mina si hay suficientes vesículas ovulares 
jfolícuiosj maduras. Del mismo modo, 
mediante control ecográfico se extraen los 
Meulos con una inyeceión, Esto se realiza 
por lo general desde la vagina, si es necesa- 
rio con anestesia local. Se pueden producir 
infecciones y hemorragias. Con este método 
es postble obtener de ocho a díez óvulos; 
las células de semen las proporciona el hom- 
bre mediante masturbadón. 

En el laboratorio se fecunda el óvulo con 
una muestra de semen. La fusión de ambas 
células en un medio de cultivo en incubado¬ 
ra se desarrolla, por consiguiente, fu era dei 
cuerpo femenino. Entre el tercero y el 
quinto dias, o sea, en la fase pluricelular, 
el embrión se transfiere al útero (transferen¬ 
cia embrionária, TE). En caso de êxito se 
produce el embarazo normal. Sin embargo, 
el êxito no es lo más usual: sólo dei 10 al 
1 5 % de las veces tíene éxlto. Guando se 
fecundan vários óvulos en una tanda de tra- 
tamíentoy se implantan, siempre hay emba- 
razos múltiplas. Por ese motivo, en Al ema- 
nia no pueden implantarse simultáneamente 
más de tres embriones, pero en Estados 
Unidos son seis. 


■ 8.16 dY el ser humano? 

Clonación» FIVy DPI 

Se han donado gatos, ratones, bovinos, ovejas 
y cabras. Frente a las dedaraclones sensacionalistas 
de sectas esotéricas, Ia clonación humana median¬ 
te transferencia de una célula somática madura 
en un huevo “vacfo” no es técnicamente factibie. 
iSólo hay que pensar en el elevado índice de mal- 
formacionesl Para los científicos seria catastrófico 
que vínieran al mundo bebés con malformaciones. 
En Alemania esto está prohibido por la Ley de 
Proteccíón de Embriones. 

El bioinformático, médico y bioeticista jens Reich 
dice al respecto, en su libro Es wird ein Mensch 
gemacht [Se fabrica un ser humano): «No quiero dis¬ 


cutir la moralidad de la clonación de animales, aun- 
que también ahí veo problemas. Pero en los seres 
humanos lo encuentro obsceno por dos motivos prin- 
cipales: el proceso técnico de la fabricación de seres 
humanos y la intención que se esconde detrás de cre- 
ar un ser humano a imagen y semejanza propias». 

Actualmente, en Alemania, el diagnóstico de 
preimplante (DPI) se discute tan acaloradamente 
como la comida genética [Gen^Food] [Gap. 7) y ía 
investigación con células madre (Gap. 9). 

Si hay que investigar el genoma dei embrión, como 
mínimo hay que extraer una célula dei conjunto 
celular. Naturalmente, se produeen danos en esta 
célula. En general se espera hasta el tercer día des- 
pués de la fecundadón, hasta la fase de ocho 



Fig, 8.50 Asíveía Ernst 
Haeckel, en su libro Antbro- 
pogenie oder Entwicktungs- 
geschkhte des Menschen 
(Antropogénia o historia 
de la evoludón dei hombre), 
un óvulo humano. 



Fig.8.51 Similitudes sor- 
prendentes entre los embrio¬ 
nes humanos* de oveja, 
de murcrétago y de gato 
ítabla de Ernst Haeckel). 





Fig.8.52 De laecografía 
(arriba, ^ semana) hasta 
el bebévivaracho recién natl- 
do Theo Aiex Kwong; no obs¬ 
tante* funciono sin DPI ni FIV. 
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Fíg. 8.53 Transferencia 
de núcleo en el bovino. 



Fig. 8.54 Jens Relch t médico* 
bbinformático y bloetícista, 
míembrode la Comlsíón 
Ética dei Gobiemo Federal. 



Fig.8.55 La "pequena díFe- 
rencia”: a la izquíerda el cro- 
mosoma Xfemenino* a la 
derecha el cromosoma Y mas¬ 
culino, mucho más pequeno 
(con ioooo aumentos). 


células, y entonces se extrae una célula (y una 
segunda para asegurar el diagnóstico). Esta célula 
todavia contiene toda la información (es decir, 
es totipotente) y el embrión no sufire danos, pues 
todavia no es compacto. 

<iQué se puede determinar? Es fácil determinar 
el sexo (XX femenino, XY masculino) y las desvia- 
ciones dei número de cromosomas (normalmente 
46] [Fig. 8,52). Las secciones individuales de cro- 
mosotnas se pueden representar microscópicamen¬ 
te, de forma que es posible averiguar sí hay segmen¬ 
tos defectuosos. Incluso las mutaciones genéticas 
que provocan enfermedades ya se pueden identifi¬ 
car hoy en día. Hasta seria posible leer todo el códi¬ 
go DNA, aunque los costes seguirán siendo astronó¬ 
micos. En el futuro, con el progreso tecnológico, 
esto probablemente cambiará. 

Los escépticos dei DPI temen, y no les falta razón, 
que no sólo se maten embriones gravemente dana¬ 
dos, es decir, que no se haga solamente una selec¬ 
ción negativa, sino que también se realice una 
selección positiva. Podria hacerse una selección 
según el sexo y las características más deseables. 

■ 8.17 El embrión cristalino 
y el proyecto dei genoma humano 

Jens Reích da motivos para pensar en el libro 
Liebtíngf Du hast die Katze geklont (“Carmo, 
has clonado ai gato”); 

«El 0,1% dei genoma propio, que no es idêntico 
al de ningún otro ser humano, representa nuestro 
genoma privado y único. Una gran parte de los 
deseos que no pueden cumplirse es, sin embargo, 
leer a partir de este 0,1 % cuál es mi altura y mi inte¬ 
ligência, qué color de ojos tengo, cuáles son mis pia- 
tos favoritos y si tengo talento para el deporte 0 para 
la música. 

Por una parte, muchas de las características huma¬ 
nas existen desde el nacimiento, pero se desarrollan 
de forma diferente en fúncíón de las circunstancias 
de la vida. De este modo, la altura y la salud se ven 
influídas por la alimentación, y la inteligência 
se puede fomentar de forma decisiva eo los tres pri- 
meros anos de vida. Por el contrario, el talento para 
tocar el piano puede mantenerse oculto si la perso- 
na nunca tiene la oportunidad de levantar la tapa de 
un piano 0 no está dispuesta a practícar en el piano 
continuamente. 

La diabetes también se desarrolla, en la mayoría de 
los casos, en fundón de las condiciones de alimen- 
tación y de vida dei mundo consumista moderno. 


Por otra parte, todas estas características no las pro- 
duce un gen, sino todo lo contrario; normalmente 
partidpan vários genes, a. veces incluso miles. Sin 
embargo, en general sólo en los experimentos con 
animales se puede averiguar qué genes confieren 
determinadas características. Y dado que los rato- 
nes no tocan el piano y tienen otros cânones 
de belleza que nosotros los humanos, es muy difícil 
descubrir las combinaciones genéticas dei talento 
para ia música 0 de la belleza. 

De momento se conoce poco sobre la función de los 
genes individuales, y a partir dei genoma privado 
no se puede averiguar casi nada de uno mísmo. 
íQuiere declr eso que toda la agitación sobre 
“el hombre de cristal" es infundada? 

En lo que respecta a los datos que, por ejemplo, 
se recogen con el debido consentímiento para el 
diagnóstico médico 0 para fines de investigación, 
habría que prohibír cualquier otra apllcación dife¬ 
rente. 

Tiene que quedar claro que oi un socio contraetual 
(empresário, empresa de seguros) puede exigir esta 
información ni yo tampoco la puedo utilizar en mi 
propio beneficio en ningún sitio. Estos datos deben 
ser inexistentes para cualquier otra finalldad, 

No es posible leer perfiles de personalidad a partir 
de perfiles de DNA, Cada persona posee un billón 
de neuronas y cada una vuelve a realizar mil unío- 
nes con otras neuronas. Es ímposible codificar este 
entramado individual totalmente específico en los 
3000 millones de letras dei DNA. 

Ciertamente, los datos genéticos por sí solos no son 
peligrosos. Pero se pueden combinar. Con datos 
de salud. Con las páginas de Internet que se vísitan 
y que alguien registra. Con mis hábitos de compras. 
Con la lista de mis contactos telefónicos. Con los 
desplazamíentos que quedan documentados en 
las liquidaciones de la tarjeta de crédito». 

Los capítulos 9 y 10 presentan las posibilídades 
técnicas y las consecuencias éticas de la tecnologia 
dei milênio. 
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Embrignes, clones y animales transgénicos 


Bibliografia utilizada y aplicada 

• Muy entretenldo y lie no de humor y sabiduría: 

Podschun T E (1999) 5 ie nannten sie Doíly. Von Klonen, Genen und unserer 
Verantwortung. Wiley-VCH, Weinheim 

• La historia completa por ei padre de Dolly: 

Wílmut I, Campbell K* Tudge C (2000) Dolly. Der Aufbruch Ins biotechnische 
Zeítalter. Cari Hanser Verlag, München 

• Lln compendio de donología: 

LIm H A (2004) Sex is so good, why clone. Human doning, to do or not to do? 
Enlighten Noah PublÊshíng* Santa Clara 

• Una buena íntroducción, aunque ya tíene mas de diez anos: 

Schenkel J (1995) Transgene Tiere, Spektrum Akademischer Verlag, 
Heidelberg 

• Clones de gatos y biotecnologia 

con bonitas caricaturas de Manfred Bofinger: 

Renneberg R und Reich j (2004) Líebling, Du hast die Katze geklont! 
Biotechnologie im Alltag. Wiley-VOH, Weinheim 

■ ün pozo de dencía en léxico bíotecnológico: 

Bains W (2004) Biotechnology from A to Z. 3rd ed. 

Oxford University Press, Oxford 


Enlaces de web 

• La Universidad de Arizona ofrece una formacidn solida en biologia 
molecular y bioquímica (en inglês)* Se plantean preguntas y se ilustra 
según la respuesta: 

www.biQlogyMrizona.edu/mQleculQr_bio/molecutar_bio.htmt 

• La página web interactiva sobre el DNA det laboratorio Cold Spring Harbor: 
www.dnai.orgfindex.htm 

• Página web dei profesor Eckhard Wolf sobre La transferencia nuclear: 
http :f/aet- d . de/de/klo nen. h tm 

• Comentários dei Consejo Nacional de Ética sobre la donadón: 
www.ethikratorg/steiíungnohmen/steílungnahmen.html 

• Red de informadõn de Deutsches Agrar sobre aspectos de la agricultura: 
www.dQinetde/ 

• Una página web muy buena para La biotecnologia: 

Bayern Innovatív Network Life Science 
wwwJife5dence-bavQriQ.de/ponQl/loader.php 

• El famoso Instituto Roslin: 
www.rQstin.ac.uk 

• El Umweltinstitut München e.V. sobre petígros: 
www.umweltinstftut.org 


Ocho preguntas 
deautoevaluaciõn 

1* LA cuãntos “sementales natura- 
les” puede sustituir teoricamente 
un toro manipulado? 

2. i Quê DNA puede tener influencia 
en el animal clonado, aparte dei 
DNA cromosómico dei donante? 

3 . íCõmo consiguíeron los profeso- 
res Wolf y Pferfer, en Muních, 
que un codiiníllo se iluminara 
en verde? 

4 . iEs et color dei pelo de los gatos 
clonados idêntico al dei animal 
donante? Justificar ia respuesta. 

5 - zCôrno se pueden utilizar genes 
de medusa en experimentos 
transgénicos? 

6. iQué posibilidades especiales 
ofrecen los bovinos, las cabras 
y los pollos transgénicos para 
crear productos Farmacêuticos? 
iCuái seria la ventaja? 

7 . dCómo se puede indicar 
en las ranasqué células 
son omnipotentes? 

8. dCómo se pueden salvar 

con la transferencia embrionária 
especies de animales 
amenazadas? 


Últimas noticias sobre animales y plantas transgénicos en alemán: 
www, tronsgen.de y www.bioskherheit.de 
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Fig.9.1 Muertes por infarto 
de miocardio en ambas par¬ 
tes de Alemania antes y des- 
pués de Ea reunificacíón (por 
cada 100 000 habitantes). 



Fíg. 9-2 i Infarto de miocardioi 
La ayuda rápida es decisiva. 
Helicóptero y a m buía ncia 
en unaaccfón coondfnada 
de salvamento. Coando 
se ha detectado claramente 
un inFarto de miocardio exis- 
ten dos posibilidades: la üsis 
enzimática (ver texto princi¬ 
pal) y cada vez mâs t la angio- 
plastía transtuminal percutã- 
nea coronarla (ATPC), un pro- 
teso para ensanchar tas arté¬ 
rias coronárias con un catéter 
balôn. 



Fíg. 93 La trombina (repre¬ 
sentada arriba) es una se ri na 
proteasa como la enzima 
de la dígestión tripsina 
(ver Cap. 3). pero funciona 
de forma mucho más especí¬ 
fica. Só lo rompe et frbrinóge- 
no T no las otras proteínas 
de ia sangre. 


Fíg. 9,4 Cascada de la coa¬ 
guladón de la sangre. 


■ 9.1 El ínfarto de miocardio 
ylos anticoagulantes 

El infarto de miocardio (Fíg. 9.1) y la embolia se 
encuentran entre las causas más habituales de muer- 
te en los países desarrollados (detallado en Cap. 10). 
La enzima trombina es crítica para la coaguladón de 
la sangre (Fíg. 9.3). Ésta se inicia con moléculas que 
indican que algo “funciona mal”. Cuando hay lesio¬ 
nes de vasos que produeen danos en ei endotelio 
(el revestímiento fmo de una capa de células lisas que 
se halla en el interior de los vasos sanguíneos), 
Ias células dei endotelio liberan el factor tisular que 
se encuentra debajo. Además, se inicia una cascada 
de activaeíones enzim áticas, empezando con unas 
pocas moléculas dei factor tisular y reforzãndose 
en forma de pirâmide (Fig. 9.4). 

En primer lugar, el factor tisular activa unas pocas 
moléculas de factor VII inactivo a factor Vila acti¬ 
vo; éstas activan, formando complejos con el factor 
tisular, una gran cantidad de factor X a Xa de forma 
proteolitica. El factor tisular en st no es una prote¬ 
asa sino una glicoproteína transmembrana; forma 
un complejo con el factor Vila circulante, el cual, 
por su parte, finalmente activa ei factor X de forma 
enzimática. 

A su vez, el factor Xa activa, por otra parte, el paso dei 
precursor de la trombina, la protrombina (factor II], a 
trombina (factor lia), la proteasa trombina separa 

üuta intrínseca 

Vaso sanguíneo danado 



entonces una parte dei fibrinógeno: se genera la fibri- 
na y se forma la red de fibrina. Las células sanguíneas 
se quedan encerradas en el proceso. De este modo se 
forma el coágulo rojo oscuro sobre una herida. 

Los anticoagulantes evitan la coaguladón de la 
sangre y la formacíón de coágulos sanguíneos 
(trombos). Son conoddos por sus efectos anticoagu¬ 
lantes la heparina (Fíg. 97] y los derivados de la 
cumarina. La cumarina procede de la aspérula olo¬ 
rosa (Asperafô odorata ), que le confiere su olor 
característico, Se utiliza en forma de warfarina tam- 
bién como raticida, pues hace que las ratas se desan- 
gren internamente. La cumarina funciona como 
competidor (antagonista) de la vitamina X. 

Una sustancia antigua y sin rival que inhibe la coa- 
guiación de la sangre es el ácido acetílsalicílico 
(AAS). Es un derivado dei ácido salicílico que se ais- 
ló originaríamente a partir de la corteza de sauce (en 
latín salix, sauce) (Fig. 9.18], El AAS “diluye” la san¬ 
gre y está recomendado para los pacientes con ries- 
go de sufrir infartos de miocardio. Cuando empieza 
a produdrse un infarto de miocardio, se aconseja 
llamar de inmediato al médico de urgências, Éste 
puede administrar una tableta de aspirina que 
se masüca y se traga rápidamente. Las nuevas prue- 
bas inmunoiógicas ayudan a realizar diagnósticos 
rápidos y claros (Cap. 10). 

También es interesante la himdina, procedente de 
las sanguijuelas medicinales [Hirundo medidnalís, 
Fig. 9.5 y Fig. 9.6), Si bien la hirudina es el único anti- 
coagulante, hasta el momento, producído por inge- 
nieria genética (con el nombre comercial de Lepiru- 
dinà | f la sanguijuela sigue siendo uno de los pocos 
ammales utilizados por nosotros en medicina. 

■ 9.2 La fibrinólisis después 
dei infarto de miocardio: disolución 
enzimática de los coágulos 

Los trombolíticos (0 fibrinolíticos) disuelven 
los coágulos que ya se han formado. Son proteasas 
(enzimas que fragmentan las proteínas, ver Cap. 2). 
En la fibrinólisis se destruyeíi los coágulos de fibrina 
después de que un grupo de proteínas haya cerrado 
los vasos. El componente principal de los coágulos 
en las trombosis y embolias es la proteína fibrina. 
Los activadores dei plasmlnógeno convierten prime- 
ro el plasmlnógeno en la enzima plasmina, que frag¬ 
menta la fibrina activa. La plasmina es una serina 
proteasa (Cap, 2). Un actívador dei plasmlnógeno 
endógeno es el t-PA ( tissue Plasminogen Acttvatoi ), 
en castellano: actívador dei plasmlnógeno tisular. 

Si, por ejemplo, se obstruye un vaso coronário, 
se interrumpe el suminístro de oxigeno a la zona 
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dei músculo cardíaco -con consecuendas íatales: 
iel infarto de miocardío! Por ello, en la búsqueda de 
un tratamiento de las causas, los investigadores se 
concentran en disolver los coágulos en las primeras 
horas -es decír, antes de la muerte definitiva de los 
tejidos— de forma eficaz y con los mínimos riesgos. 

Hasta ahora, lo que más se ha utilizado para la trom- 
bólisis ha sido la estreptoquinasa, un activador 
dei plasminógeno exógeno y ajeno al cuerpo. A pe¬ 
sar de la terminadõn “asa” no se trata de una enzi¬ 
ma sino de una proteína no enzimática formada por 
los estreptocQcos y que activa indirectamente el sis¬ 
tema de la coagulación. 

En cuanto se ínyecta estreptoquinasa, con el plasmi- 
nógeno se forma un complejo activador que activa 
otras moléculas de plasminógeno. La estreptoquinasa 
se obtlene de los estreptococos y es muy eficaz, pero 
debido a su origen bacteriano puede causar reaccio- 
nes alérgicas tíel sistema ínmumtarío en el paciente. 

Por el contrario, la enzima uroquinasa se obtiene a 
partir de la orina humana, de cultivos de células rena- 
les humanas o más recientemente también por mani- 
puladõn genética con bactérias ColL Si se inyecta uro¬ 
quinasa o estreptoquinasa en cantidades lo suficiente' 
mente grandes, ei plasminógeno se activará a plasmi- 
na activa y, de este modo, eliminará los coágulos de 
sangre, 

Sin embargo, ambas proteínas funcionan en todo 
el torrente sanguíneo, es decír, el efecto no se limi¬ 
ta únícamente al “lugar danado”. De este modo 
se ve muy influenciado el sistema de coagulación 
en su conjunto. En eomparación con los fibrinoiíti- 
cos modernos, existe cíerta tendenda a un riesgo 
más elevado de hemorragias internas (por ejemplo 
cuando el paciente padece úlcera gástrica). 

Con las sustandas modernas sólo se activa el plasmu 
nógeno unido a la fibrina. El efecto se Umita principal¬ 
mente al lugar danado. El t-PA es el activador de plas¬ 
minógeno natural típico de los tejidos. El t-PA sólo tie- 
ne efecto donde se necesita: en el trombo. Por tanto, 
no reduce la capacidad de coagulación de la sangre en 
todo el cuerpo. No obstante, en caso de infarto de mio- 
cardio, normalmente se exige demasiado al t-PA pro- 
pio, y éste tíene que recibír el apoyo adicional de molé¬ 
culas de t-PA recombinante (t-PAr), El t-PAr es el 
patrón d orado en la terapia fibrinolítica dei infarto de 
miocardío. Si un enfermo se puede tratar a tiempo, 
tiene una posibilldad real no sólo de salvar su vida sino 
también de recuperar la funciooalídad completa de su 
tejído muscular cardíaco amenazado. 

Las investigaciones han demostrado que durante 
la prímera hora se pueden salvar adicionalmente de 


óO a 80 vidas por cada mil pacientes tratados. Un 
tratamiento que se inicia al cabo de tres o cuatro 
horas después dei infarto puede eliminar el dolor (al 
volver a abrir los vasos), pero muy probablemente 
será demasiado tarde para conservar el tejido dei 
músculo cardíaco. Los fibrínolfticos pueden inyec- 
tarse ya en ia ambulancia. 

Ei t-PA humano se clonó en 1982, y en Alemanía 
está autorizada desde 1987, Puesto que la molécu¬ 
la contiene azúcar, además de proteínas, no se pue¬ 
de sintetizar “fácilmente" con la ayuda de bactérias; 
se produce en cultivo de células de mamífero (célu¬ 
las ováricas dei hámster chino, llamadas CHO por 
Chínese Hamster Ovãty) de forma mucho más cos- 
tosa, y también a partir de la leche de ove jas y cabras 
transgénicas (Gap. 8). 

Con el t-PAr, la táctica de los biotecnólogos también 
consiste básicamente en combatir las enfermedades 
humanas con sustandas fabricadas mediante biotec¬ 
nologia por el hombre. Modificando la molécula de 
forma selectiva se ha logrado aumentar la efectividad 
y la duradón dei efecto dei t-PA. Así aparecieron el t- 
PAr o reteplasa [RapilysirP de la compahía Hoffman- 
La Roche), que se produce en células de Coli y el 
TNK-t-FA o tenecteplasa (de Boehringer lngelheim), 
que se fabrica en las células CHO, El TNK-t-PA es un 
ejemplo extraordinário de diseho de una proteína. 

■ 9,3 La embolia: una enzima 
de vampiro sirve de ayuda 

En los países industrializados, la embolia es la terce- 
ra causa de muerte más frecuente después de las 
enfermedades coronárias y ei câncer, y al mismo 
tiempo una de las causas más frecuentes de minus- 
valías graves de larga duración. En los países indus¬ 
trializados, de cada 100 000 personas, entre 300 y 
500 sufren una embolia. En Alemanía hay 200 000 
víctimas, en Estados Unidos 700 000. 

Un 20% de las víctimas de una embolia muere 
en las cuatro primeras semanas, Sólo aproximada¬ 
mente un tercio de los supervivientes puede volver 
a realizar una activídad laborai normal Otro tercio 
dependerá de la ayuda de terceras personas duran¬ 
te el resto de su vida, La carga económica para 
la salud pública a causa de las estancias hospítalarías 
debidas a las embolias y a los programas de asisten- 
cia a largo plazo a los pacientes es enorme; sólo 
en Estados Unidos ascendió en 2004 a aproximada¬ 
mente 54 000 miilones de dólares. Al mismo tiem¬ 
po, pocos pacientes que han sufrido embolias reci- 
ben un tratamiento directo yetiológícQ, 

Se produce una embolia cuando uno de los vasos 
sanguíneos dei cerebro se obstruye a causa de un 



Fig.9.5 Lahimdina 
(aquí en azul) de las sangui- 
juelas se une perfectamente 
con la trombina y bloquea 
el centro activo {a la derecha 
representada sín hírudina). 



Fig, 9.6 Antíguamente, 
a menudo se utilizaban san- 
guijuelas (Hirundo medidna- 
fis) como ventosas vivas para 
dlsmfnmr la presíân sanguí¬ 
nea. Las sanguijudas cortan 
la piei con sus eíentos de 
díentedtos afilados e inyec¬ 
ta n hirudína para que la san¬ 
gre de los mamíferos no se 
coagule y se pueda sucdonar 
mejor, La sanguijuela aumen¬ 
ta su ta m ano con la in gesta 
de alimento hasta diez veces, 
No obstante, después puede 
ayunar hasta 18 meses. 



Fig. 97 Una inyetdõn 
de heparina antes de un via¬ 
je largo en avión ayuda 
a evitar la trombo si 5, 



Fig.9.8 Los vampiros pose- 
en t-PA, que sirvló de ejem¬ 
plo para el t-PA de la ingenie- 
ría genética. 
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Cuadro 9.1 Opinión de los expertos: 
Perspectivas de la biotecnologia 
roja en Alemania 

la biotecnologia roja, es decir, para el desa- 
rrollo de medicamentos y diagnósticos, abre 
innumerables posibilidades en el campo far¬ 
macêutico* Por una parte, el de los medica¬ 
mentos es un mercado atractivo en cred¬ 
miento, cuya importância también aumenta¬ 
rá en vista dei desarrollo demográfico en los 
países industrializados Occidental es; por otra 
parte, la aceptación social de los blofármacos 
es muy elevada. No obstante, no se pueden 
aprovechar todas las posibilidades de la bio¬ 
tecnologia, ya que los puntos de vista éticos 
tienen una gran importância* 

En el. pasado, la discusión motivada por asun- 
tos éticos casi no tuvo repercusiones sobre 
el credmiento dei sector. En Alemania, 
los volúmenes de ventas de la biotecnologia 
roja aumentaron desde 1998 a 2003 aproxi¬ 
madamente una quinta parte cada ano, hasta 
alcanzar los 915 miliones de euros. Aún 
mayor fue el aumento total en Europa, mien- 
tras que en Estados Unidos se registró un 
aumento de las ventas claramente inferior, 

Sin embargo, hay que tener en cuenta que, 
en este caso, el voíumen de ventas (de unos 
31 OOO miliones de euros) ya es de por sí con- 
siderablemente superior que el de Europa 
(más 0 menos 11 000 miliones de euros). 

A pesar de este gran credmiento de las ventas, 
en la actualidad la proporción de biotecnologia 
roja en el mercado farmacêutico en Alemania 
sólo es de aproximadamente un 4%, 

La terapia génica y la investigacíón con 
células madre despiertan las esperanzas 

La descodiJicación dei genoma humano 
en el ano 2000 representó un hito a la hora 
de poder obtener un mejor diagnóstico y tra- 
tamiento de las enfermedades* Gradas a ello, 
en un futuro se logra rán descubrimientos 
en el desarrollo de nuevos medicamentos 
y elevados índices de credmiento de los volú¬ 
menes de ventas de las companías de bioíec- 
nología. Sin embargo, con la euforia no se ha 
tenido en cuenta que el desarrollo de nuevos 
medicamentos tarda por término medio doce 
anos, que sólo unos pocos superan las pme- 
bas que duran anos y fmaímente obtíenen 
la autorización para lanzarse al mercado* 

Un campo de actuadón importante de la bio¬ 
tecnologia roja es ia luclia contra el câncer 
-uno de los mercados más lucrativos de los 
nuevos medicamentos. En los países industria¬ 
lizados esta enfermedad es una de las causas 


más frecuentes de muerte. Puesto que cuanto 
más aumenta la edad mayores son las posibili¬ 
dades de enfermar de câncer, con el credente 
envejeeimíento de ia socíedad también crece 
notablemente eí número de pacientes. 

Los preparados biotecnológicos esperados pue¬ 
den detener 0 ralentizar la prolíferación de las 
células enfermas sin causar efecíos secundá¬ 
rios graves como la quimioterapia. En ei trata- 
miento dei câncer es de esperar que se produz- 
ca un salto cualiíativo, que parece que conse¬ 
guirá tratar- enfermedades tumor ales de forma 
seiectiva. Por lo demás, los investigadores han 
abandonado la esperanza de poder combalir 
todos los tipos de câncer con un único medio. 



Un macrofago (célula devoradora, izquierda) 
absorbíendo una bactéria (derecha)* 



El citoplasma se representa en azul, los rfboso- 
masen color purpura yel D NA en rojo y naranja* 



Las membranas se representan en verde. 

És tas, dd Center for fntegrative Medicine 
ôeiScnpp Institute en La Jolla, son algunas 
de las riu st raciones de Davíd Goodsell dei inte¬ 
rior de las células. 

Con la ayuda de las células madre parece 
que en el futuro se podrán curar enfermeda¬ 
des causadas por defectos en los tejidos. 
Entre éstas se encuentran las lesiones de la 
medula ósea, la diabetes, las consecuencias 
de un ínfarto de miocardio y diversas enfer- 
medades dei sistema que forma la sangre. 

El trâmite dei desarrollo se está 
realizando mejor últimamente 

En el ano 2003, las compaüías biotecnológb 
cas alemanas tenían unos 200 princípios 
ac ti vos en vias de desarrollo, es decir, un 


14% más que en el ario 2002 y más dei 
doble que en 1999. De estos 202 princípios 
actívos, 69 se encontraban en desarrollo clí¬ 
nico [en 1999 eran 26). No obstante, sólo 
cinco se encontraban en la última fase, 
en la cual se verifica la efíeacia dei medica¬ 
mento en vários miles de pacientes, frente 
a 300 en Estados Unidos y 70 en Europa. 

De la biotecnologia roja se espera el descu- 
brimíento de una medicina individualizada, 
es decir, el desarrollo de medicamentos 
hechos a medida destinados a determinados 
grupos de pacientes. La investí gacíón dei 
genoma humano ofrece la posibilidad de ela¬ 
borar un perfil gjenétíco exacto dei paciente. 
Ésta es una condición previa decisiva para 
una terapia seiectiva individual* Gradas 
al genoma, los biochíps determínarán si los 
medicamentos tienen un efecto óptimo 
en un paciente y con qué composidón. 

Aspectos legaies 

En Alemania, ia Ley de Protección de los 
Embriones (EschG) probfbe desde 1991 
la investigación con embriones. Debido 
a ello se produjo un estancamiento de las 
acüvidades de investigación en este campo 
y se produjo una fuga de capitai humano 
al extranjero. La iníroducdón y la utiíización 
de células madre embrionárias para fines 
de investigación se regula en la Ley de las 
Células Madre (StZG), la cual entra en vigor 
en 2002. Posterior mente se prohibíó 
la importadon y la utilizadón de células 
madre embrionárias. Sin embargo, existen 
excepciones en cíertas condiciones. 

Los descubrimíentos en el campo de Ia biotec¬ 
nologia roja requieren inversíones elevadas, 
largos períodos de desarrollo y prccesos 
de autorización comple]os. Las empresas far¬ 
macêuticas y de biotecnologia sólo realízan 
estas inversíones y corren con los riesgos aso- 
ciados si sus resultados de investigación están 
prateados mediante patente y existe una 
seguridad legal para ellos. Por consiguiente, 
una protección eficaz por patente tíene un sig¬ 
nificado decisivo. Ya en 1998 se aprobó la 
di rectiva de la UE para la protección de los 
descubrimientos biotecnológicos (directiva de 
biopatentes), la cual no se traspuso al derecho 
alemán hasta flnales de 2004. Segun esta, 
no se pueden conceder patentes para clonar 
seres humanos ni para utilizar embriones 
humanos con fines industriales o comerciaJes, 
Tampoco puede patentarse el cuerpo humano 
en su formadón y desarrollo* Muchas peque¬ 
nas empresas biotecnológicas alemanas tienen 
la impresión de que se les exige demasiado 
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para poder solucionar Lodo el proceso desde 
la investigación, a través dei desarrollo y hasta 
la comerdalizadón de los medicamentos. Casi 
la mitad de las empresas consultadas por Ernst 
& Young sólo Intenta, por consigyiente, obte- 
ner un desarrollo propio hasta Ia fase clínica U 
(primera prueba en ei paciente). 

Sobre todo Ias grandes compahías farmacêuti¬ 
cas necesitan en la actualidad la fuerza inno- 
vadora de la biotecnologia roja, Serán decisi¬ 
vas las patentes a emitir para medicamentos 
con elevadas ventas en los siguíentes dos 
a cuatro afios, así como los huecos en las car- 
teras de proyectos en desarrollo de estas 
empresas. Diversas empresas bíotecnoiúgícas 
ya se han posicionado en la actualidad como 
empresas de prestación de servidos para 
grandes companías farmacêuticas esiableci- 
das. Las empresas biotecnoldgjcas y Ias gran¬ 
des firmas farmacêuticas pueden complemen¬ 
tar se de forma excelente, Mientras que el 
punto fuerte de las empresas farmacêuticas es 
la fase clínica tardia, la producción, la autori- 
zacíón, el marketing y las ventas, las empre¬ 
sas biotecnológjcas están especializadas, 
sobre todo, en el desarrollo de los princípios 
activos y en la investigación por encargo. 

De la biotecnologia roja alemana esperamos 
que para el final de la década el volumen de 
ventas continue credendo rápidamente. 

Los 915 millones de euros actuales deberfan 
baber aumentado en el ano 2010 a 2000 
millones de euros. Para ello será determinan¬ 
te que la cartera de proyectos en desarrollo 
de las empresas esté bien repleta. Sin embar¬ 
go, el índice anual de expansión, de un 12%, 
está claramente por debajo dei crecimiento 
de los últimos afios. Los motivos de esto sou 
principalmente, además de una base más ele¬ 
vada, tas mayores exigências de muctias 
empresas biotecnológicas para completar 
todo el proceso y la financiación insuficiente, 
A pesar de todo, un crecimiento de práctica- 
mente una décima parte supera claramente 
el esperado en las empresas farmacêuticas 
tradicionales, paia las que sólo pronosticamos 
un aumento anual de aproximadamente un 
3% en el período de tiempo correspondiente. 

Esperamos un desarrollo similar para la bio¬ 
tecnologia roja europea, en la cual Ias cifras 
de ventas actuales, de casi 11 000 millones 
de euros, deberían aumentar a 21 000 millo¬ 
nes. Frente a esto, el desarrollo en Estados 
Unidos parece que debe discurrir por cami- 
nos algo más tTanquilos, ya que allí el volu¬ 
men de ventas de 31 000 millones de euros 
ya es muy elevado en relacíón con Europa. 


En general, el sector médico y ei farmacêutico 
se benefician dei envejecimiento de la pobla- 
ción. A partir dei ano 2010, en Alemania, la ge- 
neradón dei “baby-boonT (los anos compren- 
didos entre 194ó y 19ó4, cuando se produje- 
ron muchos nacimientosj alcanzará la edad de 
la jubilación. A ello liay que anadir el aumento 
medio de la esperanza de vida. La proporei ón 
de personas de la tercera edad en la pobladón 
global aumentará en todos los países industria¬ 
lizados. Este gmpo de pobladón es especial¬ 
mente dependlente de la asistencía médica. 
Según d atos dei Instituto Federal de Estadísti- 
ca, en el ano 2050 habrá en Alemania aproxi¬ 
madamente ocho millones de ancianos más 
que en 2001. Al mtsmo tiempo, la pobladón 
podría descender, de aproximadamente 82 mi¬ 
llones, a 75 millones. Entonces vivirárt en Ale¬ 
mania unos 28 millones de personas mayores 
de ÓO anos. El porcentaje de pobladón de edad 
superior a 60 anos seria entonces de aproxima¬ 
damente un 37%, frente al 24% de 2001. 

Resumen 

La biotecnologia roja sigue siendo un merca 
do en crecimiento muy dinâmico. Esto se 
demuestra mediante las múltipies posibilida- 
des de combatir o curar enfermedades inçu- 
rables hasta el momento, así como mediante 
la cooperación estrecha con la industria far¬ 
macêutica nacional. De este modo, en la bio¬ 
tecnologia se pueden aprovechar todas las 
etapas de la cadena de ta creadón de valor 
anadido, es decir, desde el desarrollo hasta 
la comerdalizadón de los medicamentos. 

No obstante, las empresas dei sector no pue¬ 
den agotar todas Ias posihilidades de investi¬ 
gación, ya que la legislación alemana es muy 
restrictlva; deben tomar en consideración 
-más que en otros âmbitos- los puntos de 
vista éticos, Los resultados de la investigación 
sobre el genoma y las células deberían tradu- 
drse en produetos lideres en ventas a medio 
o largo plazo. Sín embargo, en la actualidad 
ya hay que considerar los puntos débiles. 

Las empresas alemanas continuarán intentan¬ 
do recuperar el tiempo perdido respecto 
a ias estadounidenses, aunque la distancia 
siga aumentando en los próximos anos. 


El Dr. Uwe Perlitz es econo¬ 
mista sênior de investiga- 
ción dei Deutsche 8ank t 
en Frankfurt/Main. 



i In mortal ida d gradas 
a La biotecnologia? 

El bíoetitista, médico y bió¬ 
logo molecular Jens Reích 
escrlbe, en su libro Es wird 
ein Mensch gemacht 
(Se fabrica un ser humano), 
Rowohlt, Eerlín: 

«Por cierto, sería mteresan- 
te discutir, aunque no tenga 
ya nada que ver con la 
genética, de qué forma se 
organizaria la humanidad si 
la esperanza de vida media 
fuera, por ejemplo, de 200 
afios. Si antiguamente en 
los bafios de células madre 
en las fuentes de la eterna 
juventud se hubiese podido 
regenerar una y otra vez el 
material gastado, entonces 
pronto habrían coexistido 
casi diez generadones. 

Sob podrían nacer ninas si 
existi ese una autorízadón 
expresa a fin de evitar el 
abarrotamfento, Sólo mo ri- 
rían voluntariamente las 
personas cuya existência 
infinita se les hiciera tedio¬ 
sa, Para todos los demás. 
el vaso de cicuta llegaría al 
alcanzar el limite de edad. 
Es imposible saber de qué 
forma mantendrían el calor 
humano las famílias si coe- 
xi 5 tíe 5 en bísãbuelos, lata- 
rabuelos, retatarabuelosy 
todos los demãs parfentes 
hasta et grado "x", cuando 
ya hoy en dfa la ttevoción 
afectuosa entre generacio- 
nes práeticamente se limita 
a dos generaclones (Cape- 
rucíta Roja y su abuela). 
Asimismo, es imposible 
saber de donde sacarían 
ta creatlvidad las personas 
de 150 anos cuando ya tas 
de 90 sólo ta tienen con 
mucho esfuerzo aunque 
estén sanas. 

5 e puede decir que el hom- 
bre podría vivir muchos 
afios, pero es difícil eom- 
prender como renovaria 
La vitalídad cuando no se 
renueva como persona, 

La filosofia asiática puede 
pensar en el regreso eterno 
también sólo como renacl- 
miento eterno, perdiendo 
el indivíduo tos recuerdos 
de su vida anterior. Y Los desa- 
rrolbs más profundos de la 
filosofia Occidental han con- 
ducido al conocimiento de 
que todo lo bonito, todo lo 
fabuloso, toda satisfaedón, 
toda la suerte, sólo puede 
existir porque es efímero.» 
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Fig. 9.9 Como dísuelve 
bs trombos el t-PA: median¬ 
te ta fíbrina, La proenzima se 
convierte en una serina pro- 
teasa activa que, por su par¬ 
te, activa el plasminógeno 
en un coágulo sanguíneo. 

De este modo se garantíza 
basicamente una fibronólisis 
Local y se lectiva. 



Fig, 9,10 La famiíia real riisa; 
eL pequeno Atexei está 
ala ízquierdade La foto. 


coágulo (embolia isquémica) 0 se rompe (embolia 
hemorrágica). En ambos casos, la parte afectada 
dei cerebro no recibe el summislro suficiente de oxi¬ 
geno y sustancias nutritivas. Entonces mueren 
las células nerviosas en la región dei cerebro afecta¬ 
da. El tipo de tratamiento necesario dependerá de 
si la embolia ha sido por obstrucción de un vaso 
[el 88% de todas las embolias) 0 por hemorragia 
cerebral (el 12% de los casos). La denominada 
embolia isquémica (obstrucción de los vasos) 
se trata eliminando el coágulo causante y restabie- 
ciendo el suministro de sangre. 

El único medicamento autorizado hasta el momento 
para tratar la causa de la embolia isquémica aguda es 
el trombolítico t-PAr (ver arriba), cuya acción se 
basa en 1a dísoludón dei coágulo de sangre. Sin 
embargo, el t-EAr sólo puede utilizarse de forma limi¬ 
tada, ya que únicamente se puede administrar d uran¬ 


te las tres primeras horas después de aparecer los sin¬ 
tomas de la embolia. Debido a que este intervalo de 
tiempo es tan limitado, sólo una pequena parte de 
todas las embolias isquémicas se trata con t-PAr. 

La desmoteplasa, un activador dei plasminógeno 
altamente selectivo, es un nuevo principio activo 
de la empresa de Aquisgrán Paion AG, Esta proteí¬ 
na sintetizada genéticamente por copia se localizo 
en un principio en la saliva dei murciélago vampiro 
[Desmodusrotundas) (Fig. 9.8], cuyafuente de ali- 
mentación es la sangre de los mamíferos. 

La desmoteplasa tambíén actúa activando de forma 
seíectiva el plasminógeno unido a la íibrina. Después 
de la activación, el plasminógeno se convierte en 
la enzima plasmina, la cual disuelve los coágulos de¬ 
sintegrando la matriz de fibrina. Se restablece el sumi¬ 
nistro de sangre a los tejidos afectados y se minimiza 
el dano isquémico que, de lo contrario, progresaría. 

Una ventaja es que la desmoteplasa no presenta 
neurotoxicídad. Los datos clínicos positivos de un 
estúdio de fase II concluida indican que la desmote¬ 
plasa puede ser efectiva en un intervalo de tiempo 
de hasta nueve horas después de que aparezcan los 
sintomas de la embolia. 

■ 94 Factor genético VIII -Una ayuda 
segura para la hemofilia 

«A los reyes se les protege cuidadosamente de las rea¬ 
lidades incómodas. La hemofilia dei zarevich (Alexei 
de Rusia, tataranieto de la reina Victoria) era en reali- 
dad sólo un sfntoma dei abismo entre la realeza 
y la realidad» escribió el biólogo inglês J.S.B. Haldane. 

La hemofilia A (Fig. 9.10) afecta exclusivamente 
a los varones, pero ias madres pueden transmitiria 
a sus hijos. El gen para el factor de coagulaclón VIII 
debe, por tanto, hallarse en un cromosoma X. 

El caso de la reina Victoria de Inglaterra (1819- 
1901), con sus múltiples descendíentes de la reale¬ 
za europea, está documentado históricamente 
de forma exacta (como el “lábio de Habsburgo" 
transmitido geneticamente). El hecho de que algu- 
nos de sus descendíentes masculinos alcanzaran la 
edad para engendrar hijos ío deben agradecer úni¬ 
camente al hecho de haber protegido tanto sus 
vidas, como sólo podían permitirse elios, "bajo una 
campana de cristal". 

Sin embargo, en comparación con los infartos de mio- 
cardio, el grupo de los hemofílicos es pequeno (afec¬ 
ta a uno de cada 10 000 hombres], y se trata cada vez 
más por médios biotecnológicos. A los hemofílicos les 
falta una parte importante dei sistema de coagulaclón 
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Cu adro 9.2 ÃQué son 
tos interferones? 

Los interferones son proteínas endógenas 
que pueden suponer un mecanismo 
de defensa rápido y no específico contra 
los virus. Mientras el virus está creciendo 
en la célula, un subproducto de la multípli- 
cación de los virus induce la producción 
de ínterferón en la célula. Éste se libera 
y se desplaza a otras células dei cuerpo. 

Se une a receptores de interferón espe¬ 
cíficos en la superfície celular y emite una 
senal especial (Fig. 9.11 ]. Esta senal hace 
que la célula fabrique diversas proteínas 
nuevas. For sf solas, estas proteínas todavia 
no alteran el mecanismo celular. Son pasi 
vas hasta que una célula es infectada por 
un virus. Entonces se activan las proteínas 
e inhiben el crecimiento dei vírus. 

Hasta el momento se han encontrado diver¬ 
sos tipos de interferón; los tres más impor¬ 
tantes son el a, ei p y el y. 

El ínterferón a lo forman prinripalmente los 
glóbulos blancos (leucócitos) después de un 
ataque virai. Se mueve libremente en el suero 
sanguíneo por el cuerpo, de célula a célula. 
Hasta ahora se conocen como mínímo 1 ó sub- 


tipos de Ínterferón o, que se diferencian sóío 
por pequenas modificadones en su estructura 
química -en su secuencía de amlnoácidos. 



ínterferón a (arriba) e ínterferón y (aba j o), 

El ínterferón a es el único medicamento 
que actúa contra un tipo raro de leucemia, 
la de células pílosas. También es eficaz con¬ 
tra el melanoma -un tipo de câncer que pro- 
viene de Ias células de pígmentadón de la 
piei, ei Jlamado câncer de píel negro-, con¬ 
tra el mieloma (câncer de la médula ósea) 
y contra las hepatitis B y C* 

El Ínterferón está constituído por una serie 
de tipos celulares, inclusive los fibroblastos 


(células dei tejido conjuntivo) que se encargan 
de la fermadón dei tejido conjuntivo* Et inter¬ 
ferón P se utiliza principalmente contra la 
esderosis múltipte (EM, una enfermedad 
inflamatória dei sistema nervioso central). 

El ínterferón y lo forman los corpúsculos 
sanguíneos dei bazo durante una reaeción 
inmunítaría (respuesta dei organismo 
a los cuerpos extranos). Se generan simultl- 
neamente anticuerpos o células específicas 
para aniquilar a las células atacadas por vírus 
o para rechazar tejidos extranos* 

El ínterferón y es conoddo por sus caracte¬ 
rísticas anüvirales. Es un modulador más 
fuerte dei sistema ínmunítario que los otros 
dos tipos de ínterferón, y su uso ya está auto¬ 
rizado para el tratamiento de la granuloma- 
tosis. La granulomatosis es un defecto congé¬ 
nito dei metabolismo oxidativo de los granu- 
locitos, un subgrupo de los glóbulos blancos* 
Los granulodtos de las personas enfermas 
no forman radie ales de oxigeno agresivos y, 
por tanto, no pueden matar patógenos* Por 
ello hay que tratai a los pacientes permanen¬ 
temente con antibióticos. Además, el interfe- 
rón y parece ser eficaz contra la artritis (infla- 
macíón de las articulaciones) y el asma* 


de su sangre: el factor VIII. El 80% de los hemofíli¬ 
cos tiene hemofilia A, es decir, una carência dei fac¬ 
tor VIII; el resto tiene una carência dei factor IX 
(hemofilia B). En Alemania hay aproximadamente 
8000 hemofílicos* 

Las moléstias son iguales en los dos tipos de hemo¬ 
filia, y cuanto mayor es la carência dei factor de coa- 
gulación, más dramáticas son las consecuencias* 
En sus formas más graves, con lesiones mínimas 
ya se producen hemorragias externas irrestariables 
en el tejido o en las articulaciones, que amenazan 
la vida* En sus formas más leves habrá que vigilar 
las hemorragias, sobre todo en caso de intervencio¬ 
nes quirúrgicas. El tratamiento consiste en la admi- 
nistración intravenosa dei factor de coagulación, 
dependiendo la dosis dei riesgo de hemorragia, 
es decir, sobre todo para los nínosy antes de ias ope- 
raciones deberá ser elevada, según corresponda. 

jMenos de 500 gramos dei factor VIII deberían 
cubrir las necesidades anuales mundiales, pero este 
medio kilo escaso costaba hasta ahora, sin biotecno¬ 
logia, 170 millones de dólares! 

La proteína dei factor VIII consta de 2332 restos 
de amínoácidos. Es una de las mayores proteínas, 
cuya estructura ya se ha podido clarificar* Cada per- 


sona tiene un miligramo de factor VIII en sus apro¬ 
ximadamente seis litros de sangre. 

A un hemofílico se le debe inyectar un miligramo 
dei factor dos veces por semana para que pueda lle- 
var una vida normal. Por tanto, desde el punto 
de vista puramente de cálculo, |se necesitan sema¬ 
nalmente 24 donantes de sangre (donando medio 
litro cada uno) para un solo hemofílico! La obtención 
y la difusión de la sangre de los donantes no sólo 
es cara sino que también implica ríesgos considera- 
bles. Anteriormente, el peligro principal era el de 
infección con el virus de la hepatitis B (causante de 
la icterícia); en la actuaüdad, el riesgo es la infección 
con el virus dei siday el de la hepatitis C (ver Cap,5). 

Se estima que, trágicamente, el 60% de los hemofí¬ 
licos se ha infectado con la sangre de los donantes 
(en parte, como en Francia, de forma criminal)* 
En Estados Unidos, la mitad de la pobladón hemo¬ 
fílica, más de 8000 personas, tiene el VIH* 

Por el contrario, e! factor VIII producido genética- 
mente está exento de virus y es seguro. Puesto que 
el factor VIII es una glicoproteína, se produce en 
líneas celulares CHO y se aplica para el tratamiento 
y la profilaxis de hemorragias en pacientes con 
hemofilia A, 



Fig. 9,11 El ínterferón y (en 
rojo) se une a receptores 
(en amarillo) de La superfície 
celular. La senal se transmite 
a la célula. La p ri mera molécu¬ 
la de! ínterferón fuera de la 
célula uneacuatro receptores 
juntos. En el interior se unen 
diferentes proteínas quínasas 
(en naranja), que se fosforllan 
y activan. Anaden a tas proteí¬ 
nas STAT (en rosa) un grupo 
fosfato. Las proteínas forman 
entonces dímeros que se 
adhieren en el núcleo celular 
a genes de destino y de ese 
modo ínician íassfntesls. 
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Tipos de câncer 

En el ser humano se cono- 

cen más de 200 tipos de 

câncer, Êstos son los más 

importantes: 

* Et câncer de putmân está. 
a lacabeza en ambos 
sexos {a menudo produci- 
do por el tabaco, el medio 
ambiente y los asbestos). 

* El câncer de mama 
(carcinoma mamario) 

es el segundo câncer más 
mortal en tas mujeres 
(depende de la edad. 
y a veces es hereditário), 

* El câncer de próstata 

es el segundo câncer más 
frecueníe en los hombres 
(depende de la edad), 

* El câncer colorrectal 
(det intestino grueso) 
es el tercer câncer más 
peligrosoen ambos sexos 
(favorecido poria aiímen- 
tadóncon mucha grasa 

y poca fibra, puede ser 
hereditário). 

* El câncer de plel provoca- 
do por los rayos UV, mulá- 
genos químicos. 

* El câncer de ovários 
(mujeres m ay ores 

de 40 anos. estrógenos 
elevados, alimentaclòn). 

* Leu ce mi a, c redm íe nto 

íncontrolado de los glóbu¬ 
los b lanços, 

* Câncer de cuello dei útero 
(carcinoma de cérvix) 

en mujeres mayores 
de 30 anos (riesgo mãs 
elevado por el tabaco, 
portenercompaneros 
sexuales a edad temprana 
y por promiscuída d; 
se está discutiendo acer¬ 
ca de algunas enfermeda- 
des de transmisíôn 
sexual, como el herpes). 

* E! câncer de testículo 
esel más comúnen 
io$ hombres jóvenes. 



Fig. 9,1a Adenovírus. tam 
bién utüízable como vehículo 
genético (ver texto). 


Recientemente también se ha podido sintetizar el fac- 
tor VIII en cerdos mediante Gene-Pharming{ Cap, 8). 
Se ha unido el DNAc humano completo con el pro¬ 
motor de la (3-lactoglobulina (en ingíés wheyacidpro' 
tein) a partir de Ias glândulas mamarias de los cerdos 
y, de este modo, se excreta factor VIII con la leche. 

■ 9.5 EPO para enfermos de rinón 
y deportístas 

Otros productos de ingeniería genética han segui¬ 
do al factor VIII, por ejemplo la hormona eritropo- 
yetina (EPO), que se forma en los rifiones y esti¬ 
mula la produccíón de eritrocítós propia dei cuerpo 
(eritropoyesis) en la médula ósea. La glucoproteína 
EPO constituye un factor dei crerimiento para 
los gjóbulos rojos, En la médula ósea induce !a 
formacíón de hemoglobina. 

La EPO tiene una importância vitaí para 40 000 pa¬ 
cientes en diálisis que hay en Alemanla, los cuales 
sufren una anemia “artificial”. 

Antes se enviaba a los deportístas a realizar entre- 
namíentos en las alturas: el “aíre puro” requeria la 
formacíón de glóbulos rojos y un suministro óptimo 
de oxigeno en las competicíones síguíentes. Abora 
esto se puede conseguir de una forma más econó¬ 
mica, La EPO (al igual que ei factor VIII) se produ- 
ce en las células CHO. Las cadenas de azúcares de 
la EPO son importantes, ya que Ia protegen de una 
degradaclón rápida en el hígado. Sin azúcar, la EPO 
es inactiva. 

En el Tour de Francia de 1998, equlpos enteros 
abandonaron la carrera cuando iban a ser examina¬ 
dos por la policia y por expertos en dopaje indepen- 
dientes, en vez de por los propios organismos de 
control deportívos como es costumbre. Presumible- 
mente, los deportístas se habían dopado con EPO. 

Unos 100 000 alemanes utilizan otro factor de cre- 
cimiento que salva vidas: ef factor estimulador 
de granulodtos y macrófagos (GM-CSF) esti¬ 
mula tanto la formacíón de granulodtos eosinófilos 
y neutrófilos como la de fagodtos (macrófagos). 

Ambos productos de ingeniería genética cuentan, 
respectivamente, con un mercado mundial de 
aproximadamente 2000 mlllones de dólares ameri¬ 
canos anuales, 

■ 9,6 El interferãn contra los virus 
y elcáneer 

^Por qué los anlmales y las personas atacados por 
un virus (por ejemplo el de la gripe) casi nunca 
se ven afectados al mismo tiempo por una segunda 
enfermedad vira! (Fig. 9.12)? 


En el caso de las infecciones bacteríanas, a menu¬ 
do una especie bacteriana aUana el camino a la 
siguiente debido a que las defensas dei cuerpo están 
debilitadas, ,;Por qué debería ser diferente con las 
enfermedades virales? 

El inglês Alick Isaacs y el suizo Jean Linden- 
mann se plantearon esta pregunta en 1 95ó cuan¬ 
do trabajaban en el National Institute for Medicai 
Research de Londres. En 1957 encontraron un 
principio activo que lo explicaba, La proteína se 
libera por las células afectadas por el virus y hace a 
otras células resistentes frente a otras infecciones 
por este virus, pero también frente a otros tipos de 
virus, Isaacs y Lindenmann denominaron interfe- 
rón a. este principio activo porque, obviamente, 
evltaba la reproducdón dei virus 0 interferia consi- 
derablemente en elia {Cuadro 9.2), 

El hecho de que el interferón prometia mucho como 
agente antiviral ya quedó claro desde el momento 
en que se descubrió, puesto que no se dirige contra 
un virus concreto sino que más bien protege a Ias 
células frente a una gran cantidad de virus, Sin embar¬ 
go, el interferón aún puede hacer más cosas: influye 
sobre las diferentes activídades celulares, de forma 
que tiene otras posibilidades terapêuticas. Además, 
el interferón es una sustancia muy eficaz: una peque¬ 
na cantidad es suficiente para una protección de lar¬ 
ga duración. Y por último, el interferón, en la dosis 
correcta, probablemente seria mãs fiable como pro- 
ducto celular natural que la mayoría de Ias nuevas 
sustancias químicas que se prueban como medica¬ 
mentos, Sin embargo, el interferón se desprende 
de las células que lo producen en caotidades tan 
pequenas que muchos investigadores incluso duda- 
ban de su existência. 

La situación empezó a cambiar cuando Karí Cantelf 
de la Cruz Roja finlandesa, desarrolló en los anos 
1970 una técnica de producción mediante la cual 
se podia obtener interferón a partir de sangre huma¬ 
na. Cantell recogió la suficiente sangre de donantes 
de los bancos de sangre finlandeses como para poder 
obtener el interferón necesario para realizar experi¬ 
mentos clínicos. Pero este proceso fue complicado 
y costoso: se ínfectaron los leucócitos de los donantes 
de sangre con un virus para luego recogerlos y purifi¬ 
car el interferón liberado. jCon esta técnica se obtu- 
vo en total medio gramo de interferón parcialmente 
purificado, a partir de más de 50 000 litros de plasma 
sanguíneol 

Aunque los médicos demostraron un gran ínterés 
por el interferón, las investigaciones solo se pudle- 
ron realizar a pequena escala debido a que la canti¬ 
dad disponible eran pequenísima. La sangre de 
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100 000 donantes sólo habfa producido un gramo 
de interferón, que en el mejor de los casos contenia 
un 1% dei principio activo puro. jAIguien calculo 
que por ese gramo de interferón puro -que nunca 
se había obtenído en tanta cantidad- habrfa que 
pagar el soberbio precio de mil miilones de dólares! 

A pesar de las dificultados, empezaron a proliferar 
las opiniones de que el interferón podia ser efecti- 
vo para corabatir enfermedades virales y tal ves 
aigunos tipos de câncer, En enero de 1980, noticias 
procedentes de Suiza dispararem, el “boom dei 
interferón ,T , que supuso un avance decisivo para el 
ulterior desarrollo de la biotecnologia. En el labora 
torio dei biólogo molecular de Zurich Charles 
Weissmann, justo en Nocbebuena, la cepa de 
laboratorio HiF-2h de bactérias Coli empezó a pro- 
ducir una proteína que, por sus propiedades bioló¬ 
gicas, era completamente igual ai interferón proce¬ 
dente de los leucócitos humanos: la primem sinte- 
sls bacteriana dei principio activo de los antivirales 
humanos, el interferón, había tenido éxíto. Para 
Weissmann y su equipo de trabajo, al contrario que 
en otros experimentos relativos a la síntesis bacte¬ 


riana de insulina, el interferón de los leucócitos 
humanos era una sustanda cuya estruetura exacta 
atm no se conocfa detalladamente, Por tanto, la 
noticia de las bactérias que producían interferón en 
Zurich Üegó inesperadamente pronto, aunque co¬ 
mo posibilidad se conocfa desde hacía tiempo. 

Una vez sintetizada con êxito esta proteína en £ 
coli, también se conocieron sus propiedades. En 
lugar de 50 000 litros de sangre bastaban sólo diez 
litros de medio de cultivo bacteriano para obtener 
medio gramo de interferón sin purificar Sín embar¬ 
go, también quedó claro que tras la palabra “inter¬ 
ferón'" se escondia una família entera de sustancias 
(Cuadro9.2). 

En la actualidad, todas las principales empresas far¬ 
macêuticas dei mundo se ocupan de la investiga- 
dón dei interferón a. EI tamaho dei mercado mun¬ 
dial para el interferón a asdende a 500 miilones 
de dólares americanos. Los tres fabricantes de inter- 
ferón p T Serono, Scheríng y Bíogen, tuvieran en 
2001 un volumen de ventas de 2000 miilones de 
dólares americanos sólo con esta sustanda. El ínter- 


Flg. 9.13 Como se defiende 
d sistema inmunitario de las 
mfeedones (de forma muy 
simplificada, ver Cap. 5). Una 
infeccíón moviliza a las células 
inmumtarías. En primer Lugar, 
el antígeno debe ser absorbí- 
do por una célula presentado- 
ra de antígeno (macrõfago). la 
cuat lo procesa, Aparece en la 
superfície de la célula y se pre- 
senta a una célula T colabora¬ 
dora. Ésla forma con el estí¬ 
mulo intedeuquina 2 (aquí en 
a ma ri lio) y activa así células B 
que antes también habían 
estado en contacto con el antí¬ 
geno. Estas células B se multi- 
plican profusamente y se dife¬ 
rencia n: Las células deí plasma 
fbrman anticuerpos que mar¬ 
ca n el antígeno para la des* 
tmcción, Además, también 
actúan el sistema dei comple¬ 
mento (abajo a la izquíerda) 
y Las células T asesinas (abajo 
a la derecha), las cu ates exa- 
mínan constante mente La 
superfície de todas Las células 
y matan aquellas que tíenen 
sena les ajenas al cuerpo. 
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Cuadro 9.3 Los tejos, la sífitesis 
dei taxol y los hongos 

En agosto de 1902, el botânico de 32 anos 
Arthur S. Barclay peltí cortezas dei tejo 
dei Pacífico (Taxus brevífolía} por encargo 
dei Departamento de Agricultura de Estados 
Unidos. Esto sucedió en ei Parque Nacional 
Gifford Pinchot, cerca dei famoso Monte 
Santa Helena. Envíó las muestras para anali- 
zar su actividad biológica al laboratorio 
de Maryland. Entre otras cosas, se probú 
si se inhibfa un cultivo de células cancerosas 
W 9KB” en credmiento. En septiembre de 
1964 quedó claro que el extracto de tejo ínhí- 
be el crecimiento de las células cancerosas. 

En Ia actualidad, una placa conmemorativa 
adorna ei lugar por su 40 aniversario. En 
19Ó7, Monroe Wall, que habfa obtenído el 
extracto, comunicó al mundo que el paclitaxel 
poseía un espectro excepcionalmente amplio 
de actividades antltumorales. Se tardd tres 
anos más hasta obtener la disparatada estruc- 
tura dei producto: [dos moléculas en una! 



Placa en el lugar donde se descubríô e! principio 
activo dei tejo. Cita de la placa: uNearthis loca- 
tion onAugust 21, 1962, Arthur Barclay and 
a team ofbotanists from the U.5. Department 
ofAgriculture coliected bark ofthe Pacific yew, 
Taxus brevifolia NutL Drs- Monroe Wall and 
Mansukh Wani, ofthe Research Ttiangle Institu- 
te m North Carolina. undercontract to the LL 5 . 
National Câncer institute, isolated taxol from 
that sample . Since 2990 taxot has been the drug 
ofchoice for treatment ofovarian câncer and is 
widetyused in the treatment of breast câncer. 
Presented in 2002 by the USDA Forest Service , 
National Câncer institute and The American 
Society of Pharmacognosy on the ^oth anniver- 
sary ofthe eolleetion.x 

En 1971 empezó la carrera mundial para sín- 
tetizarlo. Al mismo tiempo, el National 
Câncer Institute (NC1) pedfa cada vez canti- 
dades mayores- de corteza de tejo. En julío 
de 1977 se afcanzô el máximo: 3500 kilos 
de corteza de 1500 tejos talados. 

Susan B. Horwitz (Universidad de Yeshiva, 
Nueva York) aclaró la forma de actuar dei 


paclitaxel sobre las células cancerosas en la 
revista especializada Nature, en 1979: no se 
esümulaba una inhiblción directa de la djvi- 
sión celular, sino la estabílidad de los mierotú- 
bulos. Se alteraba la dinâmica impresdndible 
de formadún y degradadón de los mlcrotúbu- 
los, que de lo contrario es rápida como 
un rayo, y se inhíbía la dlvislón celular. 



Los microtubiilos son polímeros huecos y de for¬ 
ma cilíndrica det citoesqueleío, desempenan 
un papel decisivo en la determinación de la forma 
celular y tíenen un significado importante en la 
separador» de los cromosomas hijos durante la 
divisiõn celular. Un microtúbulo típico tíene una 
vida de sólo diez minutos antes de degradarse; 
los componentes se utíllzan para nuevos microtú- 
bulos. Porlo tanto, los microtúbuios son excelen¬ 
tes dianas para la quimioterapia dei câncer, 

El taxol dei tejo dei Pacífico, y el paclitaxel 
y el docetaxel, danan la prollferación celular 
y actúan preferlblemente sobre células que 
se dividen rápido, como Ias células tumorales. 
Estabiüzan los microtúbuios y bloquean su 
necesaria interconversión. Por el contrario, 
los alcaloides de la Vmca como la vinblastina 
y la vincristina se unen a los extremos de 
los microtúbuios e inhlben la incorporadón 
de los dímeros. En la figura, el paclitaxel 
se indica en verde. Se une a la tubulina y blo¬ 
quea la dinâmica normal de degradadón 
y formadón: la célula activa su suicídio pro¬ 
gramado -la apoptosis- y muere. 

El ó de abril de i 984, la Food and Dmg 
Administration (FDA) autorizó la realízadón 
de estúdios de fase I con taxol. [Habfan pasado 
22 anos! Los resultados de los experimentos 
de fase II para la forma más agresiva de câncer 
de ovários se publíearon en 1984: los tumores 
se redujeron en tres de cada diez pacientes. 

Sln embargo, se habrfan tenldo que talar 
3ôG 000 árboles para poder prestar asistenda 
a todas las pacientes de câncer de ovários 
en Estados Unidos durante un afio. [El cultivo 
de árboles quedaba descartado, puesto que 
los tejos necesitan cien afios para poder produ- 
dr buenos rendimlentos de taxol! 


Los ecologistas de la Costa dei Pacífico lleva- 
ban tiempo en pie de guerra, [Habfa que 
conseguir la sfntesis! En 1980, un grupo 
francês obtuvo, a partir de las agujas de los 
tejos europeos (Taxus baccata), la sustân¬ 
cia 10-desacetílbacatina III (10-DAB), 

Las agujas de los árboles se podían obtener 
a toneladas sin consecuencias negativas para 
el medio ambiente. Los anillos dei taxano 
10-DAB son la sustanda de partida para 
el taxol. Pierre Potier y Andrew Greene 
necesitaron seis anos para unir la 10-DAB 
con la parte más pequena dei taxol, una 
estructura de 34 átomos con el aspecto de 
un copo de nleve. Los resultados obtenidos 
fueron escasos, pero a partir de ese momen¬ 
to el objetivo fue convertír la 1 0-DAB en 
taxol, por supuesto, Los mejores químicos 
síntetizadores dei mundo entraron en com¬ 
petência para conseguir una semisíntesis. 

Uega la química de Ia sintesis 

Roberí Holton (Universidad dei Estado 
de Rórida, F5U) pubíicó su primer trabajo 
sobre el taxol en 1982. Con una subvención 
para investígacíón de un mlllón de dólares, 
el 4 adicto al trabajo" Holton sintetizó en 1988 
la taxusina, una molécula similar que, natural¬ 
mente, también se encuentra en el tejo. 

En 1988 la crisis dei taxol alcanzó su punto 
álgido: las enormes necesidades de taxol se 
enfrentaban a las protestas de los ecologistas. 
El NCI queria retírarse dei proyecto taxol: iya 
habfa devorado 25 millones de dólares! Otros 
candidatos con esperanzas se descartaron 
a causa de esta sustanda. Holton recibió una 
llamada histórica dei NCI: %Inventfinally 
a damn semisynthesiAex 



Robert Holton. 


A finales de 1989 Holton desarrolló un pro- 
ceso doblemente productivo que el de los 
franceses, lo patentó y empezó a escribir 
a grandes empresas farmacêuticas. El Con- 
greso ya habfa aprobado en 1986 ia Federal 
Technology Ach la utilización comercial 
de los resultados de ínvestígación estatales 
por empresas privadas. Rhone-Poulenc, 
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poseedora de Ia patente francesa, compitió 
con Bristol-Myers (antes de la fusión con 
Squibb) y otros dos gigantes por el taxol. 
Bristol-Myers consíguió el negocio. El 1 
de abril de 1990, la Universidad dei Estado 
de Florida firmó el contrato de su vida: 
jdinero a espuertas para investígarl 

Bristol-Myers también asumíó los costes 
de patente para todos los poslbles derivados 
dei taxol, Algunos resultaron ser más efica- 
ces que la propia sustancía madre. En 1992, 
la empresa patentó una nueva semísfntesis, 
el proceso dei alcóxido metálico, La produc- 
ción se ínició en Irlanda. “De la corteza al 
negocio” se tardó 31 anos y costó 32 millo- 
nes de dólares. 

A finales de 1993, un gramo de taxol costaba 
.5846 dólares. Finalizó el contrato de suminis- 
tro de corteza de tejo. Para los ecologistas sig- 
nificó un triunfo: según su punto de vista, hay 
que proteger los recursos naturales indepen- 
dien temente de que en un momento dado 
prometan venta] as para alguien. Sin embargo, 
algunas subespecies dei tejo que crecen en 
alturas de 1700 a 3400 metros se han extin¬ 
guido en la zona dei Hímalaya, desde la índia 
a Afganistán, por la búsqueda dei taxol. 

Ya en 1995 con el taxol se logró alargar la 
vida de innumerables mujeres enfermas de 
câncer. En 1995 el taxol era el medicamento 
anticáncer con el mayor aumento de ventas 
dei mundo. No obstante, el taxol también 
tenía efectos secundários tóxicos, sobre todo 
por eL aceite de ricino que se utilizaba para 
solubilizarlo, Bristol-Myers regístró un creci- 
mlento anual dei 38% en las ventas, alcan- 
zándose un máximo de 1600 mlllones en 
el ano 2000. Sin embargo, el taxol se vendió 
a un precio 20 veces superior al dei producto 
en bruto. Bristol justíficó esto con unos cos¬ 
tes de desarrollo de mil mlllones. 

El 9 de didembre de 1993, Bob Holton ceie- 
bró su triunfo sobre casi otros cíen grupos 
de síntesis de todo el mundo; la síntesis total 
dei taxol -40 etapas de síntesis con un rendí- 
miento dei 2%. Además, Holton había 
encontrado cientos de productos análogos al 
taxol, que la Universidad Estatal de Florida 
protegió febril mente con 35 patentes, 3 una 
mina de oro en potência! Cuando expiró 
ei contrato de cinco anos con Bristol, Holton 
culpó a la empresa de no probar verdad era¬ 
mente los análogos para no hacer la compe¬ 
tência a su propio producto estreila, el taxol. 
Se liegó al acuerdo de que la Universidad 
aprovechara su propio proceso dei metal óxi¬ 
do para los productos análogos al taxol, pero 


que pagase un 50% de tasas en concepto 
de concesión de la licencia correspond lente. 

Hasta el ano 2000, la Universidad ya habfa 
ingresado aproximadamente 200 mlllones 
de dólares por la investigación dei taxol, 
un caso único en su historia. Bob Holton tam¬ 
bién se enriqueetá. Creó su propia empresa 
con su propio dinero, la Taxolog, Inc 

El análogo al taxol TL 139 parece ser un 
gran descubrimlento. Es mil veces mejor que 
lo que era el taxol en la misma etapa de desa¬ 
rrollo, según Taxolog, Inc, 

El lema de Holton es: tUfyou have the 
opportunity to do some th mg that could 
save someone ’s lije, you have to do rd». 

(Y ahora la biotecnologiaI 

<>Qué decía Pasteur? «La suerte favorece 
al espíritu preparado», 

El mícrobíólogo Gary Strobel vive en 
Montana, en la zona de los tejos. Es un sen 
derlsta entusiasta y a menudo va a las mon¬ 
tarias y bosques de ia regióm La pasión 
de Strobel es la investigación de microorga¬ 
nismos que se acomodan en las plantas 
y se convierten en huéspedes de estas, por 
lo que se describen como endofitos. 



En sus excursíones con sus colegas Andréa 
y Don Stierle, dei Instituto de Tecnologia 
de Montana, recogió muestras de diversas 
plantas para realizar pruebas. En 1993 des- 
cubrieron un hongo en la corteza dei tejo 
dei Pacífico, en la parte noroccidental 
de Montana. Strobel se obsesionó con la idea 
de que los microbios producen en las plantas 
las mismas sustancias que sus huéspedes. 

Por tanto, se aísló el hongo y se denominó 
Taxomyces andreanae en honor de su hués¬ 
ped el tejo (Tàxiis) y, según la costumbre 
de un caballero, en honor de la dama dei 
equipo, Andréa, Después de cultivar e! hon¬ 
go y anallzar su producto, Strobel no se lo 
podia creer -estudió la estructura descubier- 
ta una y otra vez. Pero era como é! creía: 
jen efecto, el pequeno hongo habfa producí- 
do taxol por sf mismo! 


En 1997, la Oficina de Patentes de Estados 
Unidos adjudicó unos amplios derechos 
de patente a los hongos que producen 
taxol Otras muestras demostraron, 
mediante búsqueda selectiva, que Taxomy- 
ces andreanae tenfa muchos amigos y que 
otras especíes de Ia família podían produdr 
esta obra de arte. Una especie similar 
de tejo asiático suministró de entrada 
míl veces más taxol. 





Gary Strobel, 


Actualmente la fabricación se va optimizan- 
do y el taxol se produce de forma microbia¬ 
na. Es muy importante que en el futuro 
se pueda produdr por fín taxol a un precio 
razonable y en cantidad suficiente para tra¬ 
tar los tumores, El taxol es el medicamento 
anütumorat más prometedor de las últimas 
tres décadas, El mercado mundial ascendia 
a 1200 mlllones de dólares americanos en 
el ano 2000, La mala noticia es que, aunque 
el taxol ha alargado extraordinariamente el 
tiernpo de vida de los pacientes, no constltu- 
ye un medio para curar el câncer. Muchos 
pacientes desarrollan resistência al taxol 
y muchos tumores no reaccionan a éste. 
Todavia se están buscando modificaciones. 

Pero Strobel descubrió algo básicamente 
genial: jlos parásítos microbianos suelen imi¬ 
tar la química dei huésped! fForman la mis- 
ma molécula qufmica que ia planta huésped! 
Cuando se aíslan y se culfívan, se puede 
obtener lo mísmo que con ia penicilina. 
jYhaymíles de hongosi 

Mientras recorria este camino de êxitos, Gary 
Strobel hizo otro descubrimíento en los aborí¬ 
genes de Australia, Descubrió un microorga¬ 
nismo en una planta, la Snakevine, que utili- 
zaban los nativos para curar las heridas, Stro¬ 
bel es un investigador de mente abierta: 
al nuevo antibiótico lo denominó munumbí- 
cina, en honor dei nativo senor Munumba 
que ie habfa ensenado la planta. 
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Fig. 9.14 La proteína 
supresora de tumores p$3 
es una molécula flexíble 
que consta de tua tro subunl- 
dades idênticas. Probabte- 
mente las mutadones de 
la p53Son la causa de la 
mitad de los casos de câncer 
en los seres humanos. 

El deseneadenante puede 
ser un único aminoicido 
incorrecto en P53. 



Fíg. 9.15 La p53 se une ton 
los cuatro "brazos' 1 (arriba) 
y activa las proteínas vecinas 
que están implicadas en la 
lectura dei DNA. La proteína 
supres ora de tumores P53 
(en rojo) en acciân. Activa 
la transcripción, En amarillo 
se representa el DMA, en azul 
claro dos RN A poli me rasas 
que han empezado a sinteti¬ 
zar RNAm. 


ferón ytiene un volumen de mercado de 200 millo- 
nes de dólares. 

Los interferones sirvieron de modelo para desarroliar 
yproducír una serie de mediadores, como la ínterleu- 
quina 2, la cual provoca la división de las células inmu- 
nitarias dei cuerpo y ayuda en el tratamiento de ia 
inmunodefldencia por sida, Sin embargo, tambíén 
son muy prometedoras las experíencías con los ínter- 
ferones en numerosas enfermedades virales y de otros 
tipos. Hasta ahora se ha demostrado su eficacia con- 
tra las hepatitis B y C, y también en diversas formas de 
herpes (enfermedad virai de la piei y las mucosas). 
El principal campo de apíicaeión dei interferón lo 
constituyen hoy indicaciones en ias que aún no está 
dei todo cíaro a qué se debe la eficacia de esta sustam 
cia -enfermedades que no tienen mucha relación con 
las ínfecciones virales, como diversos tipos de câncer 
(vejiga, mieloma, meianoma y linfoma). 

En estos momentos, el interferón es incluso ei único 
medicamento dísponible para tratar la reiativamente 
poco frecuente leucemia de células pilosas, un ripo 
de câncer de la sangre. En este caso, para tratar a un 
paciente bastan tres milígramos de interferón. Inclu¬ 
so los enfermos de esclerosis múltiple, artrítis reuma- 
toide y granulomatosis crónica pueden albergar nue^ 
vas esperanzas gradas a los interferones. Es interesan- 
te ia aplicación dei interferón como medida preventi¬ 
va contra enfermedades virales en indivíduos de edad 
avanzada 0 debilitados en situaciones de riesgo, 

■ 9.7 La interleuquina 

El interferón pertenece a la família de las citoqui- 
nas, Se trata de polipéptidos (a menudo glicoproteí- 
nas) que se forman a partir de células activadas dei 
sistema inmunitario, el sistema sanguíneo y el siste¬ 
ma nervioso. Entre las citoquínas se encuentran las 
interleuquinas, los interferones, los factores estimu¬ 
ladores de coíonías, las quimioquinas, las citoquínas 
inflamatórias y los factores antiinflamatorios. Las 
citoquínas siempre son de origen celular, este es el 
mfnimo denominador común de la variedad, Siem¬ 
pre se vuelven a formar de nuevo cuando se nece- 
sitan, nunca se almacenan. 

La cítoquina más significativa que se forma a partir 
de los linfocitos (Unfoquina) es, hasta ahora, la 
interleuquina-2 (IL-2], descubierta en 1976 en el 
National Institute o/Health (NÍH) americano. La IL- 
2 fomenta la actividad y el crecímiento de las célu¬ 
las I (un subgrupo de linfocitos) y otras células 
inmimitarias. Puesto que las células T colaboradoras 
dei sistema inmunitario que son importantes para la 
vida son destruídas por el virus dei sida, la interleu- 
quina-2 es enormemente interesante para la terapia 
contra esta enfermedad. Áctúa como molécula men- 


sajera que utilizan los leucocítos, además de otros 
mediadores, para regular la respuesta inmunitaria. 
La IL-2 es la primera de más de 20 interleuquinas, la 
“hormona dei sistema inmunitario”, que se ha auto¬ 
rizado para tratar el câncer de células renales como 
Proleukirfi de la compama Chiron. El asma, el sida, 
el câncer de puimón y las inflamaciones son aplica- 
ciones clínicas futuras de Ias interleuquinas. 

■ 9.8 Câncer: crecímiento celular 
anormal meontrolado 

El câncer es la denomínación general de aquellas 
enfermedades producidas por una división celular 
anormal e ineontrolada (proliferadón) (texto en el 
margen de la página 234). Aqui sólo podemos hacer 
una íntroducción muy simplificada a este campo tan 
complejo. 

Las nuevas células que no tienen una función útil en 
el cuerpo y forman un tumor se denominan “células 
neoplásícas”. Los tipos de tumores benignos con- 
tienen células que se parecen a las normales. Puesto 
que están ubicadas en una cápsula de material fibro¬ 
so extracelular, permanecen localizadas en un lugar 
y no forman metãstasis. Los tumores malignos con- 
tienen, por el contrario, células anormales que 
se pueden desprender, se desplazan hasta otras par¬ 
tes dei cuerpo, extienden el tumor y forman tumo¬ 
res secundários (metástasis). La metãstasis es difí¬ 
cil de controlar, y por ello hay que diagnosticar y tra¬ 
tar el câncer en cuanto sea posible, antes de que las 
células tumorales se hayan extendido por el cuerpo. 

Los carcinomas son tumores que crecen a partir de 
células epiteiiales de las superfícies internas y exter¬ 
nas dei cuerpo: la piei, la mucosa dei estômago, los 
conductos de las glândulas mamarias y los pulmo- 
nes. Los sarcomas se producen a partir de células 
en estructuras de soporte, como los huesos, los 
músculos y los cartílagos. Las neoplasias dei sistema 
inmunitario y hematopoyético se desarrollan a par¬ 
tir de las células sanguíneas 0 sus predecesores; son 
las leucemias, los linfomas y los midomas. 

Pocas veces se produce un câncer por transmisión 
hereditária 0 por Ínfecciones. Se transmiten de for¬ 
ma hereditária, por ejemplo, la pollposis familiar ade- 
nomatosa y el câncer de mama familiar. Mediante 
virus se favorece el câncer dei cuello de útero (virus 
dei papiloma humano), determinadas formas de leu¬ 
cemia (retrovirus HTLV-I) y el câncer de hígado 
(hepatitis). El câncer es una enfermedad genética 
porque siempre se inicia con un cambio dei DNA. 
Se “fabrica’ 1 a partir de células somáticas durante la 
vida de cada uno y no se transmite a la siguiente 
generación, aunque cierta predisposición familiar 
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puede actuar de forma favorecedora. No obstante, 
no basta con una única mutación dei gen para que 
se produze a un câncer en los seres humanos, ya que 
complejas redes reguladoras actüan contra él. El cân¬ 
cer es una enfermedad con varias etapas: las 
células neoplásicas individuales se convierten pro 
gresívamente en células anormales y agresivas. 

Hay dos clases importantes de genes relacionados 
directamente con la pérdida dei control dei creci- 
miento: los protooncogenes codihcan proteína 
que fomentan ei credmiento celular y la prolifera- 
ción. En condiciones normales, estas proteínas sólo 
se expresan en células de división rápida y deben 
activarse mediante senales externas. Guando se 
sobrexpresan tales genes mediante mutaciones o sus 
produetos proteicos se vuelven sobre ac tivos, se pue¬ 
de producir una proltferadón incontrolada. Las ver- 
siones mutadas de los protooncogenes que aumen- 
tan el riesgo de câncer se llaman oncogenes. 

Por contra, los genes supresores de tumores 

suprimen el crecimlento y lá proliferadón celular en 
el cuerpo. Estos genes pueden actuar como treno en 
la división celular o pueden fomentar la diferencia- 
ción celular o tambíén la muerte celular progra¬ 
mada (apoptosísj. Guando una de estas funciones 
falia, habrá un exceso de células en proliferadón. 

La transformación de protooncogenes en oncoge¬ 
nes que activan el câncer puede producirse de dife¬ 
rentes formas; está relacionada con una “ganancia 
de función” [gain-of-function mutation). Porei 
contrario, Sos genes supresores de tumores provo- 
can el câncer mediante la pérdida de la función 
(íoss-of-Junction mutation). En mochos tipos de 
câncer se les silencia de forma epigenética, es decir, 
mediante la metiladón dei DNA y la modificación 
de la estruetura de cromatina. 

En la Fig. 9.14 se representa la proteína supreso- 
ra de tumores p53. Normalmente se halla presen¬ 
te a bajas concentradones. Sin embargo, cuando 
se producen danos en el DNA, el nível de ia p53 
empieza a crecer e inicia mecanismos de defensa. Se 
une a muchos âmbitos reguladores dei DNA y pro¬ 
voca la producción de proteínas protectoras. Si el 
dano ai DNA es muy grave, la p53 inicia ia muerte 
celular programada, la apoptosis. Si la p53 muta, 
estos mecanismos de control se pierden y con ellos 
la protección contra la división celular incontrolada. 

Las células tumorates tienen una serie de caracte¬ 
rísticas comun.es que se utilizan para combatidas 
de forma selectlva: 

«Tienen una apariencia morfológica diferente 
a la de las células normales. 


• Han perdido su función original (desdiferen- 
ciación). 

« En cultivo celular son prãcticamente “inmortales". 

• interactüan con las células vecinas de forma 
diferente, 

• No se adhleren a las superfícies, 

• Poseen membranas celulares quimicamente mo¬ 
dificadas, 

• Pueden incluir modificadones cromosómicas, 

• Secretan proteínas de oiros tipos. 

Un diagnóstico precoz (Gap, 10} es la clave para que 
ia terapia contra el câncer dé resultado. 

■ 9,9 Nuevas terapias contra et câncer 

Ei 30% de los tipos de câncer es operable, especial- 
mente en una fase temprana. Las otras formas nuevas 
de tratamiento $e benefician de la ingeniería genética 
y de la invesügarión dei genoma, En la radioinmu- 
noterapia (RITJ se utilizan anticuerpos marcados con 
isótopos (Gap. 5) para localizar tumores, El ^trio 
y el ]3! yodo tambíén pueden matar dírectamente célu¬ 
las cancerosas. Los anticuerpos concentran de forma 
selectlva estos isótopos en el tumor. 

En la quimioterapia se utilizan “pequenas molé¬ 
culas". El primer medicamento hecho a medida fue 
Glívec* ( Gleeved®}, de Novartis, en Basílea (Cua- 
dro 9.4). Gltvec® se une al produeto de fuslón ABL- 
BCR en la leucemia míeioide crónica (LMG). Se trata 
de tirosínaquinasas como la proteína Src, las cuaies 
normalmente fosforilan las proteínas con el ATP y las 
sobreactivan. 

En la bioterapia se utilizan proteínas contra el cân¬ 
cer: interferones, interleuqmnasy anticuerpos mono- 
clonales. Los interferones y las interleuquinas estimu- 
lan el sistema inmunitario. La mterleuquina-2 (IL-2) 
estimula, por ejemplo, la producción de células ase- 
sinas activadas con linfoquína, ias cuaies penetran 
en los tumores y liberan toxinas. En ia bioterapia 
adoptiva, los linfocitos T dei paciente se mantienen 
en cultivo celular, se activan mediante IL-2 y luego 
se vuelven a transferir al paciente. Los anticuerpos 
monoclonales identifican antígenos de! tumor y po- 
nen en marcha la cascada dei complemento y oiros 
efectores citotóxicos. El rituximab e$ un ejemplo 
excelente de esto [detalles en el Gap, 5). 

Las inmunotoxinas son anticuerpos (Gap. 5) que 
transportan una pequena molécula (como el ricino 
en las formas de leucemia y Mnfomas resistentes a la 
quimioterapia 0 la enterotoxina bacteriana de Pseu- 
domonas) al lugar de destino (Figs, 9.16 y 9.17). 
Sobre todo son efectivas en los diferentes tipos 
de leucemia porque son más fácilmente accesibl.es 
que los tumores sólidos. Una molécula individual 



Fig. 9.16 El rícino {Ricinus 
com munis) y las sem illas 
de ricino son los proveedo- 
res dei ricino. 

En 1978 se perpetro un aten¬ 
tado mortal con ricino ai exí- 
tiado búlgaro Georgí Markov,, 
en Londres. 

Esta ba esperando el autobús 
en el puente de Waterioo 
y por detrás alguien le davó 
un parãguas en la. pantorri- 
lla, La mísma noche empezô 
a tener fiebre y su presiân 
sanguínea bajo. Cuatro dias 
después muríé a consecuen- 
da de un paro cardíaco. 

En la autopsia se encontro 
una boia de platino e iridio 
de 1*52 milímetros de diâme¬ 
tro con dos agujeros que 
se habían tlenado de ricino. 
Este método de a se si na to 
se utílizó como ataque al 
menos en otros seis casos 
a fina les de los anos 1970 
V princípios de los 19 So. 



Fig. 9.17 El rídno es una fito- 
toxina fuerte que protege 
a las sem illas dei Ricinus fren¬ 
te a los mamíferos. Las dos 
cadenas tienen diferentes 
mlsiones: lá cadena B (repre¬ 
sentada en rosa] se une fuer¬ 
te mente a los azúcares 
de la superfície celular y diri¬ 
ge a la cadena A (en azul) 
hacía el interior de la célula, 
donde ataca enzrmáticamen¬ 
te a bs ribosomas. 
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Cuadro 9.4 fi//Vec® -Et prímer 
medicamento contra el câncer 
hecho a medida 

Louis Fasteur y Maríe Curie eran sus héroes 
cuando tenfa 12 anos, y para él era índis- 
pensable, al igual que para ellos, conseguir 
algo en el mundo, por ejemplo descubrir un 
nuevo medicamento* El científico oriundo 
de Basiiea Alex Matter (nacido en 1940), 
después de estudiar medicina en Basiiea 
y Ginebra, y patologia e imnimologfa 
en Estados Unidos y Europa, se consagró 
a una batalla perdida: el câncer Matter opi¬ 
nada que habfa que aprender de la naturale- 
za cómo matar las células no deseadas. 

«;EÍ câncer debería poder curarse como 
sí fuese una enfermedad infecciosa! & 

En su laboratorio de Francia trabajó en 1980 
con el ínterferón (Cuadro 9,2), elogiado 
en aquet momento como el medicamento 
milagroso contra el câncer. Estas expectativas 
eran bastante ingênuas. Lo peor fue que, para 
decepdón de Matter, en aquel momento nadíe 
se entusiasmó con la investígación contra el 
câncer El “gigante farmacêutico" Ciba-Geigy, 
de BasOea, habfa cerrado el departamento 
de investígación contra el câncer en 1980. 

Sin embargo, en 1983 llamaron a Matter 
a Basiiea para dirigir el departamento que 
se habfa vuelto a abrir. A pesar de ello, ape- 
nas se esperaba obtener rápidamente algo 
útil de la investígación contra el câncer. 

Se advirtió a Matter de que ése seria el fin de 
su carrera científica* Formó un equipo para 
luego darse cnenta de que el proyecto estaba 
“al final de la lista” -jalgo que suele suceder 
en la industria! Pero Matter se dedicó enion- 
ces en cuerpo y alma a la bíologfa molecular 
que entonces estaba en auge* jÈsta podia 
y debía ser la clave dei problema dei câncer! 

Había una clase de enzimas que le fascínó 
especialmente: las quinasas (Gap* 3)* Algu- 
nos médicos chinos y colegas suyos de Basi- 
lea crefan que las quinasas tenfan algo que 
ver con la proliferación celular* iQué pasaba 
cuando se inhibían? En la biblioteca, Alex 
Matter encontro un trabajo japonês: la sus¬ 
tância natural estaurosporina procedente 
de los hongos inhibe una serie de quinasas* 

A sus colegas, la idea de combatir el câncer 
de esa manera les pareció bastante absurda 
e incluso demasiado simple* Después de dos 
anos en Basiiea, en 1985 contrató a Nick 
Lydcm, de Boston, para investigar la quina* 
$a, y se centraron en la tirosina quinasa 
(Fig. página 241)* 


Hoy se sabe que las tirosina quinasas en sf 
son impresdndlbles en una vida celular 
sana. Estas enzimas son importantes para 
la transducdón de senaL Una cadena de 
comunicación en el interior de la célula se 
pone en movimiento con un mensaje exter- 
no adecuado: se captan las senales que Me* 
gan dei exterior a la célula y se conducen 
hasta alcanzar el núcleo celular y los genes. 



Alex Matter 


Las tirosina quinasas se encuentran entre los 
primeros y también más importantes trans* 
misores intracelulares de mensajes. Transmi- 
ten un grupo fosfato dei ATP a restos de tiro* 
sina de las proteínas. 

En Boston, Matter trabajó conjuntamente 
con el médico oncólogo y “postdoc” Brian 
Druker, quien probó los inbíbidores* En el 
equipo todavia faltaba el químico Jíirg Zim- 
mermann, que investigaba en Basiiea, y 
una bióloga que siempre estaba analizando, 
Elisabeth Bucíidunger. 

Brian Druker sabia que el câncer con más 
expectativas era Ia leucemia mieloide cró¬ 
nica (LMC), el único de más de cien tipos de 
câncer cuyo origen genético se conoce* Dm- 
ker predifo en 1988 que esta leucemia podia 
convertirse en la primera enfermedad contra 
la que actuara un ínhibidor de la proteina 
quinasa. En la leucemia mieloide crónica, 
los glóbulos blancos (leucócitos) proüferan 
de forma incontrolada* La causa aparente de 
este crecimiento desmedido es un defecto 
genético ídentificable al microscopío: los gló¬ 
bulos blancos degenerados se reconocen por 
un cFomosoma modificado, el cromosoma 
Filadélfia. Aparece cuando a una de las célu¬ 
las madre de la médula ósea, a partir de las 
cuales se forman los glóbulos blancos, le oco¬ 
rre un accídente: mientras Ia célula se divide, 
el cromosoma 9 recibe por equivocación 
un fragmento dei cromosoma 22, y éste un 


fragmento dei cromosoma 9* Esta permuta- 
ción de material genético -denominada 
translocación- es característica de la mayo- 
rfa de los casos de leucemia mieloide crónica* 

El. cromosoma Filadélfia es tan típico de Ia 
enfermedad que los médicos lo utilizan des¬ 
de hace mucho tiempo como cromosoma 
marcador para el diagnóstico. 

Debido a la fusión de los fragmentos de cr o- 
mosomas se encuentran dos genes que nor¬ 
malmente no tienen níngima reladón entre sf; 
el gen abí dei cromosoma 9 y el ócrdel cromo¬ 
soma 22* Ambos se convíetten en vecinos 
muy próximos -con consecuencias fataies: 
juntos forman lo que se denomina oncogén, 
un gen que produce câncer: el bcr-abl 

Druker dudaba de que se pudiera crear una 
sustancia inhíbidora que bloquease de forma 
selectiva la producción de la tirosina quinasa 
causante dei câncer sin afectar a otras 
150 tirosina quinasas de la célula* Leyó en 
Science que un grupo tenfa el receptor para 
el factor de crecimiento epidérmico (EGF, 
Epidemia! Growth Factor, Gap. 9) y Io podf- 
an inhíbir de forma específica. Druker crefa 
entonces que si un inhibidor de la tirosina 
quinasa podia detener el oncogén bcr-ab! t 
esto serfa una prueba de que se puede com¬ 
batir el câncer con biologia molecular. 
jA pesar de todo, en 1990 ya habfa cien inves¬ 
tigadores trabajando en el laboratorio de Alex 
Matter en Ciba-Geigy, en comparación con 
la media docena de 19831Y esto a pesar de la 
resistência, directa o indirecta, de Ia dirección 
de la empresa. Dadas las cifras tan bajas de 
pacientes con leucemia mieloide crónica, era 
seguro que no se podia esperar un “producto 
estreMa" farmacêutico. Sin embargo, para Alex 
Matter se trataba dei principio en sf: si la sus¬ 
tância inhíbidora funcionada con este tipo de 
câncer, también se podían tratar con biologia 
molecular otros tipos. Matter y Lydon tenían 
cientos de sustancias que querían probar* Pero 
todas ellas sólo eran ínhibídores débiles. 

Jürg Zimmermann llegó en 1990 al departa¬ 
mento de Matter* Sus moléculas tenfan que 
caber en el “bolsíUo" de ia enzima Bcr-Abi* 
Este centro activo está ocupado por ATP. 

Por otra parte, Ias moléculas no debían inhi- 
bír la producción de las tirosina quinasas 
“bnenas” e importantes. Cada semana Zim¬ 
mermann síntetizaba unas díez moléculas 
que luego analizaban los biólogos en las 
siguientes dos semanas. Los primeros resul¬ 
tados ftieron descorazonadores: una buena 
inhibidón, pero de todas las quinasas* jEsas 
sustancias eran tóxicas! 
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Posteriormente Zimmermann se interesó 
por una dase de sustancías que ya estaban 
en el mercado, ias femlamínopirímidinas. 

Su “intuición de químico* le decía que de ahi 
se podia obtener aíguna cosa. 


Anda 



La proteína Sir, una tirosina quinada, üene 
mochas partes móviles. En su forma inactiva 
(derecha) tiene forma de bola. La Forma activa 
(ízquierda) está doblada para poder fosforilar 
proteínas. Se une al ATP (rojo), que sumínistra 
el grupo fosfato* En la prímera reacdón se fosfo- 
ríla fa tirosina (azul). Cuando este lugar está fos- 
fo rí lado, la enzima estará completamente activa. 
Perdida de control en las tirosina quínasas: 
cuando se cubre la tola, la enzima ya no puede 
doblarse a su forma inactiva (derecha) y la Src 
está entonces permanente mente activa; de este 
modo se píerde el control dei crecimiento celular 
y puede producirse el câncer 

Cuando Zimmermann Uegú al laboratorio el 
26 de agosto de 1992 el êxito flotaba en el aire: 
ihabfa una serie de sustancías que eran activas 
contra el oncogén bcrabíe incluso mostraban 
actividad in vivo, en animales de laboratório! 

Mediante la permutadón cromosómica 
(translocación) se destruye un gen que codifi¬ 
ca una tirosina quinasa (ver figura, arriba). 

La tirosina quinasa se desregula y se manríe- 
ne “permanentemente conectada". La enzi¬ 
ma “hiperactiva” fosforila todas Ias proteí¬ 
nas en la cascada de reacciones que ordenan 
a la célula que se divida. La fosforüación 
incontrolada es, de este modo, el origen de 
una catástrofe que produce câncer. Por consi- 
gulente, la fosforüación por parte de las qui- 
nasas se debe niantener bajo control para 
combatir la leucemia mieloide crónica. 

El experimento de Elisabeth Buchdunger 
sólo duró un par de horas. Se incubaron 
los cultivos celulares con la sustanda descu- 
bíerta, el imatinlb mesilato* Se mídió el gra¬ 
do de fosforilación cuando la sustanda actua- 
ba sobre el oncogén bcr-abi |Se habfa inhibi- 
do la fosforilación! Los investigadores aún 
no sabfan que habían escrito una página 
de la historia de la medídna. En primavera 
de 1993 la sustanda se clasificó como drtig 
candidate, como posible medicamento* 
Mantuvo su nombre codificado ST1571. 


El medicamento tenía un inconveniente: 
pocos pacientes, es deelr, pocos benefícios 
en caso de éxíto, En 1993 Brian Druker pro- 
bó en Estados Unidos cuatro moléculas simi¬ 
lares, entre ellas la STI57; en febrero de 1994 
se obtuvieron los primeros resultados al inhí- 
bir un 90% de las células de leucemia en cul¬ 
tivo celular. En 1995 comenzaron a reallzar- 
se experimentos con animales, todos elios 
satisfactorios. En marzo de 199ó CibaGeigy 
se fusionó con Sandoz, y Daniel Vasella fue 
nombrado Cfrief Executive Officer{ CEO) 
y en 1999 presidente de Novariis. 

Alex Matter dobló su capacídad de investiga- 
ción con sus colegas de oncologia de Sandoz* 
Se mantuvo el escepticismo contra su idea 
-la presión sobre éi creció hasta el infinito. 

La dirección de marketing insistia en que 
ei mercado era demasiado pequeno. 

Alex Matter no creia que no pudiera funcio¬ 
nar. jDebfa funcionar! Él decía: «Igual que 
un perro mordedor, no puedes soltar nunca 
más el hueso». 

Ei presidente de Novartis, Daniel Vasella, 
médico de profeslón, relata toda la historia 
desde su punto de vista en ei libro de Robert 
Slater Magic câncer buítet. Mow a tinyoran- 
ge pilt is rewríting medica! fiistory. 

Fluyeron cientos de millones de dólares* 

El concepto dei Gltvecja existia en 1983, la 
molécula de imatinib mesilato se acabó de sin¬ 
tetizar en 1993 y, entre unas cosas y otras, se 
probó en ei primer paciente en 1998; enton- 
ces, Ia Food andDrug Administration (EDA) 
lo autorizó en 2001 en un tiempo récord por¬ 
que los pacientes de câncer también se habían 
organizado de forma excelente. 



Estructura dei Gtived* (imatinlb mesilato). 


El ST1 o GHved* es uno de los primeros medi¬ 
camentos hecbos a medida por biologfa 
molecular y representa un tipo de fármacos 
contra el câncer totalmente nuevo, los “inhí- 
bidores de la transducción de sefiaT* A dife¬ 
rencia de los medicamentos convendonales 
contra el câncer, que sólo pueden distinguir 
entre células sanas y enfermas de forma con¬ 


dicionada y, por tanto, suelen tener efectos 
secundários graves, los nuevos princípios 
activos íntentan establecer de forma precisa 
rutas moleculares de informadón que 
son típicas de las células tumorales. 

En la actualídad, los investigadores saben que 
la enfermedad aparentemente no imitaria dei 
câncer es una enfermedad de las células, los 
genes y las moléculas. Los médicos coriocen 
unos doscientos tipos de tumores. 

Las vias de comunlcadón danadas en el 
interior de la célula no son sólo significati¬ 
vas para la leucemia mieloide crónica. 

El principio activo 5T1571 interfíere con 
la tirosina quinasa hiperaçtiva, la cual se 
forma equivocadamente debido al cromoso- 
ma Filadélfia. La comunicación danada por 
estos errores genéticos se bloquea así 
en una de las prímeras y más importantes 
etapas de transmisión molecular en la célu¬ 
la; gradas al medicamento, el mensaje 
dei crecimiento ya no llega al núcleo celu¬ 
lar con los genes. Se interrumpe la prolife- 
radón incontrolada de las células. 

Los primeros estúdios clínicos de fase I (verí- 
fícación de la tolerabilidad en experimentos 
en personas sanas) con ei nuevo medicamen¬ 
to contra el câncer, STI571, dieron comienzo 
en 1998 en Estados Unidos. Entre agosto de 
1999 y junio de 2000, en 32 centros de seis 
países, entre eüos en Mannheim, se recluta- 
ron pacientes para un estúdio de fase II. 

Los resultados fueron tan prometedores que 
las autoridades sanitarias americanas autori¬ 
za ron en mayo de 2001 el nuevo medica¬ 
mento contra el câncer para tratar pacientes 
con leucemia mieloide crónica* 

Àctualmente se están realizando nuevos estú¬ 
dios clínicos para comprobar si Gltvee® tam¬ 
bién es adecuado paia tratar tumores sólidos. 
Eí medicamento ínfluye sobre otras tirosina 
quinasas, por ejemplo la c-kit. Esta quinasa 
parece estimular el crecimiento de tumores 
dei estroma gastrointestinal. Hasta el mo¬ 
mento no existe tratamiento médico para 
estos tipos de câncer dei aparato digestivo. 

Excepcionalmente, al autor de este libro se 
le concedió un pronóstico (en agosto dei ano 
2005): sei trabajo de Alex Matter merece 
el Prêmio Nobel! 

Bibliografia utilizada: Eberhard-Metzger G 
(2001) Die neuen Medikamente gegen 
Krebs. Spektrum der Wissenschaft 12,46 ff. 
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Asfimne 

© 

Fig. 9,18 La Aspirincf es et 
medicamento que más se 
toma ert ta actualídad. iCada 
afio se ingieren 80 000 millo- 
nes de pastillas! 

En 1828 se aislõ el ácido sali- 
cíllco de la corteza de sauce 
aifra) como masa amari- 
l ta v cristalina, y se denomino 
sallcllína. En 1889, Felix Hoff- 
martn (1868-1946) patentó 
et ácido acetilsaüdtico (MS) 
y ofteciô la idea a la com p afifa 
Bayec La “a? de atetil se com^ 
bino con el “Spír* de Spireo 
utmvria, la reina de tos prados 
(que at igual que la corteza 
de sauce contiene ácido salP 
dlíco). y ta terminadòn "ina" 
de las medicinas* 

La Aspiriruf ínhibe ia produc- 
dón de prostag landi nas en el 
cuerpo, mediadores que enví- 
an senales de dolor tocaies y 
las refuerzan* Todas las pros- 
tagiandínas praceden de un 
predecesor, et ácido araqwdó- 
nico* U enzima cídooxigena- 
sa (COX) forma dos moléculas 
de oxigeno en et ácido araquí- 
dónico % a continuadón, en el 
euerpQ se forma ta prosta- 
glandina, SE entonces se irthi- 
be esta enzima, ya no aparece 
senal de dolor como reecdòn 
a la inflamación, La coagula- 
dón de la sangre también se 
retrasa. La AspirincP inhibe 
precisa mente esta enzima y t 
portanto, bloquea la forma- 
dón de prostaglandína. 
Aparentemente, los antiínfta- 
matoiios no esteroideos 
como la Aspirind* ta m bíén 
constituyen un factorde pro- 
tección contra algunas formas 
de câncer. Incluso como reme¬ 
dio milagroso contra el infarto 
de mi oca rd to. 3 a Aspiriruf 1 
só lo puede prevenirei primer 
infarto; no lo puede evitar, 
sino sòto reducirel pelígro. 
Desde el punto de vista 
pura mente económico, la 
Aspirimf es probable mente 
el método preventivo más 
económico contra algunas 
enfermedades de tratamiento 
intensivo y costosas. 


de ricino puede matar una célula completa “saltan¬ 
do” de una molécula a otra (al contrario que los 
venenos como el cianuro, que actúan 1:1). 

Los anticuerpos recombinantes también pueden ser 
portadores de citoquinas como la IL-2 0 se construi- 
rán como abzimas (Gap, 5). 

Los medicamentos anticancerosos se desarrollan 
rápido con la ayuda de la ingeniería genética. Sorpren- 
dentemente, las plantas poseen un gran potencial 
de princípios activos anticancerosos. El ácido acetil- 
salidlico, por ejemplo, no tiene unicamente un efec- 
to antiinflamatorio, analgésico y antícoagulante, y por 
eüo no sólo previene contra un infarto de miocardto, 
sino que también actúa contra el câncer: ataca la pri- 
mera etapa de la síntesis de sustancias mensajeras sig¬ 
nificativas, como la prostaglandína. El ácido graso ara- 
quidóníco se convierte en prostaglandína mediante 
Ia enzima de membrana ciclooxigenasa. 

Algunos medicamentos, como el paclitaxel (dei 
tejo), la vinblastina y la vincristina (de la siempre- 
viva de Madagascar, Gap. 7), se sintetízan en ínfi¬ 
mas cantidades en las plantas. Tlenen estructuras 
enormemente complicadas. El nombre químico 
de la sustancia paclitaxel es, por ejemplo: 

4,10 diacetato, 2-benzoato, i3-é$terde 5 j 3 , zo-epo- 
xi-i,2tt, 4,7‘P, íop, i3-a“hexahídroxitax-ii-eno-9- 
ona, cort (2R, 3S)- N-benzoIh 3 -fenill 50 serma. 


Se intenta reprogramar las plantas mediante ingenie¬ 
ría metabólica. Los princípios activos dei tejo ( Tâxus) 
fueron los primeros medicamentos anticancerosos, 

■ 9.10 El paclitaxel contra el câncer 

Los tejos son coníferas de hoja perenne que en otono 
dan frutos rojos, Todas las partes de esta conífera son 
enormemente venenosas -con una única excepción: 
la envoltura carnosa roja de las semillas es comestible, 
pero ei hueso es venenoso. Los árboles ocultan en su 
corteza nudosa una sustancia que puede salvar vidas. 
Los tejos fCuadro 9.3) almacenan continuamente, 
durante toda su vida, un alcaloide en la corteza, 
el paclitaxel, también denominado Taxol ®. 

En medicina, el paclitaxel se ha convertido en un 
citostático dei que ya no se puede prescindir. 
La célula reacciona a ia inhibición de la división 
celular con Ia muerte celular programada -la llama- 
da apoptosis. Tras investigaciones intensivas por 
parte dei National Câncer Institute (NCI) de Esta¬ 
dos Unidos, el paclitaxel se viene aplicando con 
mueho êxito en seres humanos desde los anos 1990 
en el câncer de mama y de ovários. Sin embar¬ 
go, este medicamento tiene una desventaja: es esca- 
so y T por tanto, muy caro. 


El tejo dei Pacifico (Taxas brevifolia) suministra 
el codiciado paclitaxel. Se encuentra en uno de los 
bosques vírgenes que todavia quedan en la costa 
dei norte de Califórnia. La fataiidad es que sobre 
todo, son árboles especialmente víejos los que acu- 
mulan alcaloides en concentraciones elevadas. 

Se necesitan dos gramos de esta sustancia para tra¬ 
tar a un paciente de câncer, La necesidad es enorme, 
ya que para poder tratar durante sólo un ano a todas 
las mujeres que sufren câncer de mama en Estados 
Unidos se deberían talar todos los tejos de Califórnia. 
Un árbol de unos 60 centímetros de diâmetro nece- 
sita 200 anos para alcanzar este tamaho y surmnís- 
tra aproximadamente 2,5 Mios de taxol. Esto corres¬ 
ponde a un rendimiento de sólo un 0,004%. 

La resistência de los ecologistas contra la tala empezó 
a cobrar intensidad: [la protección de los tejos y de los 
bosques contra los intereses económicos de las com- 
pahíasl En enero de 1993, tres meses después de que 
la FDA autorizase el principio activo, se informo de 
que ya no se taJarían más tejos en el Parque Nacional, 

Tal y como se ha mencionado, mientras tanto, ei 
princípio activo fabricado de forma semisintética a 
partir de las hojas dei tejo se aplicó primero en muje¬ 
res para tratar los tumores malignos de ovário y 
mama. Desde hace unos anos, el medicamento basa- 
do en el paclitaxel, Taxo? o Taxoteré®, también ha 
significado un paso pequeno, pero Importante, en el 
tratamiento dei broncocardnoma que provoca 
rápidamente la muerte. La Organización Mundial 
de la Salud (OMS) dice que el câncer de pulmón 
es ia enfermedad maligna más frecuente en el mun¬ 
do. Cada ano enferman un millón de hombres y 
333 000 mujeres de esta dolência que, según la Dpi- 
nión de los expertos, en aproximadamente el 80% 
de los casos se debe al tabaco. En Aiemania se regis- 
tran anualmente unos 45 000 nuevos enfermos. 

En los anos 1980 y principios de los 1990, más de 
cien de los químicos más eminentes compitieron 
para sintetizar el paclitaxel en su totalidad en el 
laboratorio. El ganador fue finalmente el equipo de 
Robert A. Holton (Cuadro 9.3), de la Universidad 
dei Estado de Rórida. En 1994, los científicos infor- 
maron de que la síntesis total era complicada: jun 
rendimiento de sólo el 2%! 

Aquelio que la célula vegetal crea a temperatura 
y presión normales y eo agua, el químico lo debe 
"cocinar 11 en 40 pequenas etapas. Lo único que 
ambos procesos üenen en cornún al final es el bajo 
rendimiento dei material tan codiciado. Puesto 
que los tejos californianos no pueden talarse todos 
por motivos de protección de la especie, era nete- 
sario encontrar fuentes alternativas. 
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El microbíólogo Gary Strobel localizo nuevas 
fuentes de paclitaxel en hongos simbióticos (Cua- 
dro 9.3), los cuales viven en los tejidos de tamiz 
internos dei árbol. También se realiza una etapa pre¬ 
via dei TaxoF en cultivos de células de tejo en fer- 
mentadores, por ejemplo en Hamburgo, en ef 
mayor fermentador de células vegetales dei mundo. 

■ 9.11 La hormona dei credmiento 
humana 

Guando se produce una carência de hormona dei 
credmiento (Fíg. 9.19), la cual se forma en la glân¬ 
dula pituitária (hípófisis), que tiene el tamano de un 
guisante, en caso extremo produce enanismo 0 
esterilidad. Hasta finales de los anos 1950, el ena¬ 
nismo no se podia eliminar con tratamíento médi¬ 
co. No fue hasta 1958 cuando se administró hormo¬ 
na dei credmiento humano (human Growth Hor- 
mone, hGH) cada vez a más nínos. Al contrario que 
la insulina, que para tratar la diabetes puede proce¬ 
der también de los cerdos 0 los bovinos, la hormo¬ 
na dei credmiento humano es específica de especie; 
para la terapia solo puede utílizarse, pues, hormo¬ 
na dei credmiento humana. Por este motivo, 
hasta hace poco se tenia que extraer dei cerebro de 
cadáveres humanos. El tratamíento de un nino, que 
antes duraba dos anos, precisaba 50 a 100 glându¬ 
las pituitárias. Hoy se cree que el tratamíento con 
hormona dei credmiento debe continuar hasta des- 
pués de cumplir los 18 anos para que tenga êxito. 

Debido a que se produjeron muertes en pacientes, 
a princípios de 1985 se prohibió Ia venta y la aplica- 
ción de Ia hGH natural. Parece que al aislar la hor¬ 
mona penetraban en el medicamento partículas 
infecciosas procedentes dei cadáver, lo que pudo 
haber provocado la enferme d ad de Creutzfeldt- 
Jakob (encefalopatfa espongiforme bovina). 

Por suerte, ahora existe Ia hGH producída genética- 
mente. La empresa sueca Kabi Vitrum, hasta e! 
momento el mayor fabricante dei mundo de hormona 
dei credmiento humana "natural' 1 , produce, porejem- 
plo, en un biorreactor de 450 litros con bactérias y 
mediante ingenierfa genética, |la misma cantidad que 
antes se obtenía a partir de óü 000 pituitariasl Antes 
se disponía de tan poca cantidad de hormona que solo 
se podfa tratar a nihos con enanismo muy acusado. 

Los nuevos descubrímientos hacen que el mercado, 
todavia reducido, de la hormona dei credmiento este 
aumentando claramente. En las vacas, las hormonas 
dei credmiento estimulan la producdón de leche 
(Gap. 8); naturalmente, esto solo es ínteresante para 
nosotros en términos económicos. jSin embargo, en el 
engorde se pone de manífiesto un “efecto anabólico”! 


Esta palabra clave vueive a electrizar a culturistas y 
deportistas. La hormona dei crecimiento multiplica las 
proteínas (mu seu lo) y reduce la formación de grasa. 

Ei especialista en dopaje Werner W. Franke consta- 
tó lo siguiente en los Campeonatos Mundiales de 
Atletismo de Paris dei afio 2003; «Este campeona¬ 
to dei mundo fue un festival de gente con aparatos 
de ortodonda. Incluso Marion Jones, ahora de nue- 
vo en activo, Uevaba aparatos de ortodonda. Esto es 
un signo seguro de que se toma hormona dei cred¬ 
miento humana: crece la mandíbula, crecen los 
maxilares, y esto hace que los dientes sobresalgan, 
como sucede en los ninos que tienen defectos en la 
formación. Los aparatos de ortodonda indican cla¬ 
ramente un mal uso de las hormonas». 

■ 9.12 La hormona dei credmiento 
epidérmico -Desaparecen 
las arrugas y se curan los pies 
diabéticos 

En todo el mundo se gastan cantidades enormes 
de dinero para hacer desaparecer ias arrugas y las 
líneas de expresión de la cara. El mundo femenino 
se deja incluso ínyectar toxina dei botulismo 
(toax). [En principio se trata de una arma dei tipo 
BI La toxina está formada por bactérias que son tris¬ 
temente famosas por provocar intoxicaciones ali¬ 
mentarias. La inyecdón subcutânea paraliza la mus¬ 
culatura durante un tiempo. Las arrugas desapare¬ 
cen mientras dura la paralízación muscular. 

La industria cosmética utiliza otras cremas antiarrugas 
igualmente caras a base de grasas y vitaminas. Gomo 
modelos publicitarias se suele utilizar muchachas 
jóvenes con un cutís impecable (Fig. 9.20). Por lo 
demãs, el factor de credmiento epidérmico ( Epi- 
dermal Growth Factor, EGF) es un péptido que exci¬ 
ta las células epiteliales para su nueva formación. 

Wan Keung Wong, de la Universidad de Ciências 
y Tecnologia de HongKong (HKUST), ha consegui¬ 
do producir EGF humano por manipulación genéti¬ 
ca mediante bactérias ColL La costosa crema con su 
EGF correspondiente (un tarrito cuesta 450 dólares 
HK, es decir, unos 50 euros) se aplica cada día, 
y después de cuatro a seis semanas las armguitas 
se relienan con células epiteliales nuevas. 

También se produjo un avance médico espectacular 
con el EGF: los pacientes con diabetes grave sufren 
con frecuenda las llamadas úlceras de! pie diabético 
[diabetic feet uícer), herídas ablertas que ya no se 
curan. En Estados Unidos hay 600 000 pacientes afec- 
tados. En un estúdio en Hong Kongcon EGF, después 
de ocho semanas de tratamiento a diabéticos casi sin 



Fig. 9,19 Hormona dei cred¬ 
miento humana (arriba). 
d 5 e hubsera hecho tan famo- 
50 NapoLeón si hubíera sído 
un gigante? 



Fig. 9.20 Arriba: en China, 
incluso en las barras 
de lábios se utiliza EGF 
Centro: produedón de EGF 
por £ coli en un biorreactor 
(a La derecha WKWong), 
Abajo: después de un trata¬ 
miento caro. de varias sema¬ 
nas de duradón, desapare¬ 
cen Las arrugas, que vuelven 
a aparecer cuando se deja 
de utitizar La crema. Se pue^ 
den activar las células 
dei câncer de piei. 
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Cuadro 9.5 Las bactérias también 
envejeten 

Teóricamente, ias bactérias no conocen el 
envejecimíento ní ia muerte, A partir de una 
célula de £ cotí se forman en 20 minutos 
dos copias idênticas, que se pueden volver 
a reproducir ilimitadamente. Ahora ya no 
existe motivo para envidiar a las bactérias. 
Los investigadores dei biocentro de la Uni- 
versidad de Basilea descubrieron la primera 
bactéria que ha demostrado envejecer. 

Las procariotas, las formas de vida más sim¬ 
ples, sin núcleo celular verdadero, a las cuaies 
pertenecen las bactérias, se consideran inmor- 
tales siempre que reciban el alimento suGcien- 
te y no estén expuestas a influencias medio- 
ambientales dailinas. Por el contrario, todas 
las otras células superiores [eucariotas] pare- 
cen tener fecha de cadueidad, por decido 
de aJguna manera. Cumplen su funclón y se 
dividen algunas veces antes de empezar 
a envejecer y morir fmalmente. Sus telómeros, 
extremos especiales de los cromosomas, 
se bacen más cortas con cada diVision, 

El requisito para el envejecimiento de las bac¬ 
térias es la llamada división celular asunétrica, 
es decir, las dos células que se forman no pue- 
den ser completamente idênticas. Esto se pue- 
de comprobar en la bactéria Caulobacter cres- 
centus , que se eneuentra en riachuelos pobres 
en sustandas nutritivas, Existen dos versiones 
de este microorganismo: el que nada iibremen- 
te y no se puede reproducir, la célula móvil 


swarmer y la célula fíja “célula de tallo", 
ia cual es capaz de realizar la división celular 
Cada célula móvil se puede convertir en algún 
momento en célula de tallo, se adhiere en un 
lugar adecuado y vueive a empezar a formar 
células móvíles. En los experimen tos se 
demostro que la capacidad de reproducdón 
de las células de tallo descendió mucho en 
aproximadamente dos semanas. El número 
de descendientes que se había producido 
ascendia a 130 y no se distribuyó uniforme¬ 
mente en esas dos semanas. Ai final de! experi¬ 
mento, algunas de las células de tallo habían 
dejado por completo de formai células móvi- 
les, y otras sólo se dívídían de forma esporádi¬ 
ca. Se sospechó que e! Caulobacter inves tigad 0 
no representaba una curiosidad en el mundo 
de las bactérias. ^Pero qué pasa entonces con 
los divisores celulares simétricos? 

La bactéria intestinal Escherichia coU ya era 
conocída precisamente por sus divisiones 
completamente simétricas. iUna vida eterna 
por una división constante? Al igual que la 
mayoría de las bactérias, se estrangula por 
el centro de modo que se generan dos mita- 
des de célula dei mismo tamario, Entonces, 
la otra mitad respectiva se sintetiza de nue- 
vo. Es decir, que cada célula está formada 
por un polo celular antiguo que ha heredado 
de su célula predecesora, y por uno nuevo. 

Eric Stewart y sus colegas dei Instituto de 
Investígación Médica INSERM de Paris persi- 
guieron el destino de las células bacterianas 


que se dividfan en fúntión de ía edad de sus 
polos celulares, Para ello marcaron las células 
indíviduaies de £ cí?//con sustandas coloram 
tes fluorescentes y observaron el crecimien to 
de las colonias con un microscopio automático 
rápido. El análisis posterior de más de 35 000 
células demostro que las bactérias con los 
polos celulares más antíguos (indicadas en rojo 
en la fotografia) tenfan un índice menor de 
credmiento y división, así como un riesgo 
mayor de morir que Ias mitades celulares 
redén sintetizadas, 

En opinión de los investigadores, los signos 
de la edad aparecen en todos los organismos. 
Por consíguiente, ni las bactérias serian 
mmoitales. 



La prueba experimental de que las bactérias 
envejecen. 



Fig. 9.21 "Lafuente 
de Ja}uventud" de Lucas 
Crarcach. ÍSerá püsible con 
la biotecnologia? 



Fig, 9,22 Células madre 
humanas. 


esperanza se observó una clara curación. jLa única 
alternativa que tenían era la amputación dei pie! Hn las 
quemaduras, el EGF también ayuda a la piei a generar 
nuevas células. Igualmente se utiliza con êxito en heri- 
das oculares y para curar úlceras estomacales. 

■ 9.13 Las células madre: 
dia fuente de juventud decisiva? 

Las células madre (Fig, 9.22) renuevan constante¬ 
mente nuestras células somáticas, Sólo existen pro¬ 
blemas a la hora de renovar los tejidos musculares 
y nervíosos. Por este motivo, hasta ahora se creia 
que la zona dei cerebro afectada por una embolia 
y el músculo cardíaco después de un infarto de mío- 
cardio no se podían regenerar. Sín embargo, ahora 
parece que también hay células madre para ello. 

^Cómo son capaces las células madre de realizar 
esta reoovación? Pueden dMdirse con mucha más 
faeilidad y no sóio se mantíenen vivas a sí mismas, 


sino que forman nuevas células somáticas, En la 
médula ósea, las células madre dei sistema sanguí¬ 
neo se dividen según senales corporales (por ejem- 
plo eritropoyetina, EPO, como consecuencia de la 
perdida de sangre, Gap. 4) y forman células madre 
hijas y células sanguíneas nuevas. 

Las células madre de tejidos son, por tanto, “células 
originaies” que hacen que se formen contínuamente 
nuevas células especializadas allf donde se necesiten. 
Las células madre también se encuentran en el 
embrión temprano, entre cinco y diez dias después 
de la fecundación, Estas células madre embrioná¬ 
rias (CME) provocaron a partir dei ano 2000 una 
acalorada discusión en los médios de comunicacíon 
yen los parlamentos: a partir de ellas pueden formar- 
se todos los tipos de células, son pluripotentes. 

dCómo se forman ias células madre embrionárias? 
El óvulo fecundado (zigoto) forma, después de una 
división celular rápida, en un período de tres a cinco 
dias una bola compacta de doce células, ia mórula 
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(gernxen de mora). Después de cinco a síete dias 
se forma un embrión en forma de btastocito de cien 
células. El blastodto sólo mide aproximadamente 
una séptima parte de milímetro. Sus células externas 
se liaman trofoblastos. El pequeno montón de célu¬ 
las dei interior es la masa celular interna y la fuente 
de las células madre embrionárias* Estas CME tienen 
la capacídad de diferencíarse en aproximadamente 
200 tipos de células, o sea, son pluripotentes. 

James Thomson, de la Universidad de Wisconsin 
en Madison, fue el primero en aislar y cultivar CME 
humanas. El mísmo ano lo consiguieron John Gear- 
hart y su equipo de la Universidad John Hopkins con 
células reproductoras primarias (espermatozóides y 
óvulos), los cuales también se diferenciaron después. 

Las CME humanas tienen dos características 
principales: 

• Pueden autorrenovarse indefinidamente y for¬ 
mar otras células madre. 

• En determinadas condiciones, pueden diferen- 
ciarse en una gran cantidad de células especiali¬ 
zadas maduras. 

Las CME humanas no envejecen porque expresan 
en alto grado la telomerasa. Diversos grupos de 
trabajo han mantenido con vida líneas celulares 
durante más de tres anos y más de 600 ciclos de 
división sin problemas. Las células madre también 
pueden mantenerse congeladas durante mucho 
tiempo sin perder por ello sus características. Guan¬ 
do se estimulan con factores de erecimiento pueden 
diferencíarse en diversos tipos de células: epitelia- 
les, cerebrales (neuronas y células gliales), tejidos 
cartilaginosos (condrocitos), osteoblastos (células 
que forman los huesos), hepatocitos (células hepá¬ 
ticas), células musculares, inclusive las de los mús¬ 
culos lisos que recubren las paredes de los vasos san¬ 
guíneos, las células de la musculatura esquelética y 
las células de los músculos cardíacos (miocítos). 

Guando se trasplantan células madre de forma selec- 
tiva a un organismo enfermo, éstas pueden formar in 
sitü el tejido de sustitucíón necesario. En caso de ratas 
y ratones, con células madre emhrionarias se logró 
regenerar las células muertas dei músculo cardíaco 
a causa de un infarto de miocardio experimental 
(Fíg* 9*23). Esto también se ha conseguido en pacien¬ 
tes humanos tratados de infarto de miocardio en Ale- 
manía. Por consiguiente, no es de extranar que todo 
el mundo se interese por las células “todopoderosasG 

Con células madre embrionárias y tisulares ya se 
pueden cultivar tipos especiales de células en un 
medio nutriente. Por ejemplo, se intenta generar los 
islotes de Langerhans dei pâncreas a partir de célu¬ 


las madre embrionárias* En lugar de inyectarse insu¬ 
lina, los diabéticos podrían alimentarse a partir 
de depósitos subcutâneos de células madre nuevas 
que sintetizam insulina* 

Las células madre de tejidos (células madre adul¬ 
tas) tienen un potencial de desarrollo menor que las 
células madre embrionárias. Su capacídad de multi- 
pücación y su vida están limitadas. Sin embargo, 
se ba conseguido aislar células madre adultas dei 
cerebro y obtener neuronas en cultivos celulares* 
En las lesiones de la médula ósea en ratas y ratones 
se logró mejorar la funcíón nerviosa inyectando 
neuronas obtenidas a partir de células madre* 



El infarto 

de miocardio en un 
ratón hembra induce 
danos en el ventrículo 
cardíaco Izqu lerdo 


Las células madre embrionárias también tienen des- 
ventajas: su obtención es problemática por motivos 
éticos, porque para ello hay que utilizar un 
embrión. Adem ás, el receptor puede sulrir reaccio- 
nes de rechazo y tumores malignos* 

Todo esto no representa un problema con las célu¬ 
las madre adultas, las células madre tisulares. 
Se pueden extraer dei paciente y luego volvérselas 
a transferir sin peligro y sin temer una reacdón de 
rechazo, pero son portadoras de los defectos congé¬ 
nitos o adquiridos dei paciente. No obstante, son 
éticamente inofensivas y pueden extraerse por pun- 
ciôn de la médula. 

La sangre de ia placenta y dei cordón umbilical tam¬ 
bién es rica en células madre. Existen empresas que 
hoy ya las ofrecen. La sangre dei cordón umbilical 
se puede congelar de forma fiable durante mucho 
tiempo para utilizaria en caso de que el donante 
la necesite. “Sus" células madre solo pueden volver- 
se a inyectar en él mísmo. Por el contrario, las célu¬ 
las madre embrionárias son universales. 

Existen tres posíbilidades para obtener células 
madre embrionárias: 

• A partir de embriones “sobrantes" de la fecunda- 
ción artificial* En todo el mundo se realizan cien- 
tos de míles de fecund aciones artificial es. 

• A partir de embriones y fetos abortados o perdi¬ 
dos espontáneamente; éstas son las células 
madre fetales. 

• Mediante la “donación terapêutica”, la trans¬ 
ferencia dei núcleo celular a un óvulo desnucíea- 
do, como se engendro la oveja clonada Dolly. 

En Alemania está prohibida la clonadón de embrio¬ 
nes humanos y la obtención de células madre a partir 
de éstos. Sin embargo, en casos excepcionales la ley 
permite importar células madre que se hayan obteni- 
do antes dei 1 de enero de 2002 por fecundadón arti¬ 
ficial y se hayan guardado en cultivos de laboratorio* 


Obtención de 
células madre 



Células de médula 
ósea de un ratón 
macho adulto 





Células madre alsladas 
a partir de células 
de médula ósea 



Inyeccián 
3 4 horas tras 
el Infarto de miocardio 





1-2 semanas mis tarde; 
las células madre inyectadas 
han regenerado el 
ventrículo cardíaco 

Fig. 9.33 Terapia con células 
madre en el infarto de mio¬ 
cardio (de ratón). 
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Cuadro 9.6 Opinión de los expertos: 
Terapia genica fetal 

Normalmente, las famílias están totalmente 
desprevenidas cuando se ven afectadas por 
una enfermedad 

Las pruebas genéticas prenatales han permi¬ 
tido a estas famílias identificar fetos enfer¬ 
mos antes de nacer. Muchas han decidido 
evitar el nacimiento de un nino enfermo 
interrumpiendo el embarazo, y bastantes 
han tenido bebés sanos tras un nuevo 
embarazo. 

La estrategía de la terapia génica somática 
es engahosamente senciiia: puesto que la 
causa de las enfermedad es se basa en una 
alteracidn de Ia expresión genética normal, 
deberia ser posíble realizar un tratamiento 
causal ejerdendo la influencia dei DMA o, 
de forma más general, de los ácidos nudei- 
cos sobre Ia expresión genética danada. 

Por tanto, el DNA con una informarión 
específica se administra como “medicamen¬ 
to" y praduce su efectü sobre Ia producción, 
en el organismo tratado, de la proteína tera¬ 
pêutica codificada en él. 

La efèctivídad y ia seguridad de los sistemas 
de vectores que transporta,n DNÀ extraho 
al organismo de destino han sido y son los 
factores decisivos para el progreso de la tera¬ 
pia géniea- 

La terapia génica para enfermedades de 
origen genético requiere una corrección 
para toda ia vida, bien sea repitiendo la 
dosis 0 por transferencia génica estable. 
Para esta última, en la actualidad los mejo- 
res vectores son los dei grupo de retro ví¬ 
rus, que se pueden integrar en el genoma 
dei huésped, 

Sin embargo, pronto se vio daramente que 
aunque se lograra desarrollar una terapia 
génica efectiva, normalmente ya no podría 
eliminar dafios irreversibles que se hubieran 
producido en los órganos* Éstas y otras con- 
sideraciones llevaron fínalmente aí coneepto 
de la terapia génica in utero [también llama- 
da terapia génica fetal o prenataij. 

Con ella se podia evitar la aparícíón de danos 
en órganos, permitir un mejor acceso a los 
órganos y al sistema celular {entre otras, 
las pobladones de células madre en gran 
expansíón) y reducir la aparición de reaccio- 
nes inmunítarias. En el caso ideal, deberia 
permitir corregir las células madre que pro- 
ducen la enfermedad en cuestión para poder 
curaria definítívamente* 


Para un número cada vez mayor de enfer- 
medades genéticas se pueden diagnosticar 
m útero fetos afectados genéücamente con 
pruebas prenatales* En la mayor parte de 
los casos se realiza un diagnóstico de este 
tipo en famílias donde ya hay algún nino 
enfermo, pero para enfermedad es más fre- 
cuentes que se producen en pobladones 
concretas, como por ejemplo las hemoglobí- 
nopatías, la enfermedad de Tay-Sachs y la 
fibrosis qujstica (mucovlsddosisj, en algu- 
nos países también se realiza un screening 
prenatal durante el embarazo. La conse- 
cuencia, hasta el momento, dei diagnóstico 
de un feto genéticamente afectado es la difí¬ 
cil dedsión de la família entre ínterrumpir 
el embarazo y aceptar un bebé enfermo. La 
posibilidad de una terapia génica les ofrece- 
ría una tercera opcióm 

La fetoscopia o la íntervención mediante 
ultrasonidos in utero [ver figura] es una base 
excelente para ia apücadón selectiva de vec¬ 
tores prenatales* 

Naturalmente, ia terapia génica fetal no está 
concebida como terapia génica posnatal, 
sino como una arnplíación que permite 
una intervendon preventiva, 

En los últimos diez anos se ha demostrado 
con diferentes modelos anímales y diversos 
vectores de transferencia génica que, in ute¬ 
ro , es posible alcanzar prácticamente todos 
los órganos relevantes con la terapia génica 
para enfermedad es genéticas. Anteriormente 
el adeno vinis babía encontrado el camino 
hasta ios ensayos clínicos en la terapia génica 
para la hemofilia (Fig* 9*12]* Este virus sólo 
es un poco inmunôgeno y también permane¬ 
ce más tíempo en las células infectadas. Hoy, 
ios vectores dei grupo de retrovirus que se 
forrnan [se integran) en el DNA dei organis¬ 
mo huésped son los candidatos con mejores 
perspectivas* 

Con el objetivo de alcanzar una aplícación 
próxima a la clinica en la transferencia géni¬ 
ca in utero f nuestro equipo interdisciplínario 
de ínvestigatión aplico por prímera vez en 
1 999 Inyeccíones mfnímamente ínvasivas 
por ultrasonidos en la vena dei cordón umbi¬ 
lical para Ia transferencia génica en fetos 
de ovejas. 

La gestacíón de ia o veja dura aproximada¬ 
mente 145 dias, con muchos nacimientos 
prematuros. Presenta una buena tolerância 
alas manipuladon.es in utero y su anato¬ 
mia permite realizar intervenciones que 
se pueden aplicar a los fetos humanos* 


Basándose en el modelo de la oveja, 
los especialistas en medicina fetal de nues¬ 
tro equipo han desarrollado otros métodos 
nuevos in utero para diferentes momentos 
dei embarazo, los cuales hasta el momento 
no se han probado en el feto humano* 

En todos estos procedimíentos, la mortal i- 
dad materna fue extremadamente baja 
y la mortalidad fetal, normalmente a causa 
de ínfecciones mtraoperatorias, fue 
de aproximadamente un 15%. 



Ecografia de Theo Alex Kwong (por cortesia 
de mi aluiTino, el Dr. Alex Kwong). 


La prímera transferencia génica fetal realiza¬ 
da con êxito ia llevó a cabo Seppen en 2003 
(en Holanda] en fetos de rata Gunn* La rata 
Gunn constituye un modelo natural de 
Ia poco frecuente enfermedad de Grígler- 
Najar tipo 1 [CNl) dei ser humano, que se 
produce por mutaciones en el cromosoma 
humano 2. Las mutaciones producen una 
cantldad tóxica de bilirrubína en sangre y, 
debido a su acumulación en el bulbo raquf- 
deo, dafios graves en el cerebro. Inyectando 
directamente un vector virai {ei cual contro¬ 
la ia producción de la bilirrubína humana, 
la ÜDP-glucuronil transferasa) en el hfgado 
de fetos de ratas Gunn, en un ano se logró 
reducir Ia bilirrubína tóxica aproximada¬ 
mente un 45%. 

Nuestro ^upo logro corregir de modo per¬ 
manente las alteradones de la coaguíación 
de la sangre en un modelo de ratón con 
hemofilia B (Gap* 9) con una inyección 
única en la placenta de un vector virai (que 
controla la producción dei factor de coagu- 
lación de la sangre humana IX). Estos rato- 
nes no tienen proteína de factor IX operati¬ 
va. En los anímales tratados se podia seguir 
durante toda la vida la expresión dei factor 
IX terapêutico transgénico en la sangre. 

Es especialmente importante el hecho 
de no haber encontrado anticuerpos contra 
la proteína IX humana en los anímales tra¬ 
tados in utero , 
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lA qué distancia se encuentran estas confir- 
madones experünentales con animales de 
una aplicación clínica en el feto humano? 

Creemos que, a pesar de los grandes progre 
sos logrados en los últimos diez anos, toda¬ 
via queda un Jargo catnino por recorrer: 
en prlmer lugar hay que tener en cuenta 
las grandes diferencias entre las espedes* 
Además, se debe aclarar una serie de requísi 
tos de seguridad general es y específicos, 
y cuestiones éticas relacionadas* 

La terapia génica fetal comporta, natural- 
mente, una serie de riesgos debidos ai pro- 
cedimíento, que como es obvio se diferen- 
cian de la terapia génica postnataL Al iguai 
que en la mayorfa de las intervenciones para 
ayudar ai nadmiento, éstas alectan tanto 
a la madre como aJ feto, teniendo evidente- 
mente prioridad la vida y ef bienestar de 
ia madre. Estos riesgos son ínfecciones, de* 
sencadenamíento de dolores prematuros 
y abortos. Oiros riesgos discutidos se refie- 
ren con frecuenda a las posibilidades 
de transmisión involuntária de la línea ger- 
minai, alteradones dei desarrollo y oncogé- 
nesis (aparición de câncer}. 

Entre los temores más frecuentes que se 
expresan sobre la terapia génica prenatal 
se encuentra la modificadón de la línea ger 
minai, la cual a menudo se relaciona con 
la intención de crear los llamados “bebés 
de dísefio* (designer babys). El objetivo 
actuai de la terapia prenatal y postnatal es 
exciusivamente tratar enfermedades graves 
para las que no existe una terapia efecüva* 
Todavia estamos en los albores de la puesta 
en fundonamiento de este objetivo, y si un 
dfa se demuestra que existe Ia suficiente 
seguridad y efectividad, probablemente no 
habrá nada en contra de una aplicadón pa¬ 
ra enfermedades menos graves e incluso 
para una utilizadón cosmética postnatal, 
síempre y cuando esto fuera justificable 
desde eí punto de vista ético y de costes. 

El objetivo de la terapia génica prenatal es 
evitar una dolência grave debida a la genéti¬ 
ca, causada por mutaciones de un gen indi¬ 
vidual y exactamente definido. jLa suposi- 
ción de que se podría utilizar esta técnica 
para crear de forma selectiva un ser humano 
en un tablero de dibujo con las característi¬ 
cas físicas e intelectuales “deseadas" es 
mera ilusión! 

No podemos prever las características dei 
óvulo fecundado que dependera dei funcio¬ 
nam lento conjunto de muchos genes dife¬ 
rentes, nl tampoco podríamos saber qué 


genes manipular y cômo, aparte de los ries¬ 
gos de seguridad y preceptos éticos que 
estarían en contra de estos objetivos. Aún 
es más absurdo suponer que tales modifica 
ciones por manipulación de las células ger- 
mínales podrían transferirse a generacjones 
futuras para crear una “super-raza”* En Ja 
actualidad, la terapia génica de ia línea ger¬ 
minai humana no es necesaría desde el 
punto de vista médico ni reaJizable técnica 
mente de modo fiable y, por lo tanto, no es 
aceptable éticamente ni está permitida por 
ia ley. 

Hoy en día, la manipulación genética directa 
de células germmales no fecundadas no es 
práctica desde el punto de vista puramente 
de la técnica y, en el mejor de los casos, 
podría alcanzarse una íntegradón casual de 
la secuencta génica terapêutica en ei genoma 
de ia célula germinal, sin que sean previsl- 
bles las consecuencias de la expresión gené 
tica de ia proteína terapêutica. Además, sólo 
podría demostrarse que se ha producido una 
íntegradón satisfactoria mediante análisis 
que requer irían la destrucción de la céluia 
germinal o su aplicación para crear un nuevo 
organismo. 

Naturalmente, en el futuro también podría 
produdrse tanto ia necesidad médica como 
Ia posibUldad técnica de modificar la trayec- 
toria germinal de forma selectiva, cuando se 
conozcan mejor la función dei genoma 
humano, ia realizadón técnica de las posibi¬ 
lidades y ia seguridad de Ia manipulación 
genética. Corresponderá entonces a Ias gene- 
raciones futuras crear las condiciones éticas 
dei entorno y las disposídones legales nece- 
sarlas para eilo. 

Otro método para aumentar la seguridad 
de la terapia génica in útero podría basarse 
en la utilizadón de células madre fetales 
autólogas modificadas genéticamente, como 
por ejemplo ias que se pueden obtener 
mediante biopsia de las células hepáticas 
a partir de la tercera semana de embarazo, 
Este método terapêutico ex vivo permitiría 
utilizar una dosis menor de vectores y evitar 
la expansión dei vector en el organismo 
fetal o materno. En un futuro se podría pen¬ 
sar incluso en una monitorizadón ex vivo 
y en la selecciõn de células con variedades 
integradas impensabtes que no impllquen 
riesgos, y su expansión antes de reinfundir- 
ias para poder descartar variedades integra¬ 
das oncógenas. 

Antes de poder considerar una aplicación clí¬ 
nica tienen que seguir investigáitdose 


exhaustivamente todos estos factores de ries- 
go, excluyendo cuidadosamente los abortos 
y realizando estúdios postnatales de larga 
duradón en animales tratados in útero * 

^Qué aspectos psicológicos podrían hacer 
que unos futuros padres que se enfrentan 
al diagnóstico de una enfermedad genética 
grave en el feto se decídiesen por una terapia 
génica in útero en lugar de interrumpir 
el embarazo o aceptar un nino enfermo? 

Aunque suponemos que existe una necesi¬ 
dad de encontrar una soludón 
terapéutica/preventíva al problema, también 
vemos con claridad que probablemente 
pocas famílias afectadas estarán dispuestas 
a eíegir ésta como la primera opcíón, aunque 
en experimentos con animales se demuestre 
su seguridad y efectividad. Se exige a ia tera¬ 
pia génica que evite la enfermedad de forma 
muy segura y no provoque danos coiaterales. 
Por estos motivos, está sujeta a critérios 
de indícación y a estándares de seguridad 
médicos todavia más estrictos que la mayoría 
de las aplicadones postnatales de la terapia 
génica. 

La introducción clínica de la terapia génica 
fetal requerirá una amplia aceptación* 

En el mejor de los casos, nu estros conoci- 
mientos sobre ías perspectivas en Ia pobla- 
ción o en los pacientes afectados y sus 
familias se basan actualmente en referen¬ 
cias* Por consiguiente, serfa impresdndíble 
que los estúdios clínicos contuviesen peti- 
ciones de padentes/famílias, empleados 
de las autoridades sarutarias y de la pobla- 
ción general, de aclarar detalladamente 
los objetivos, posibilidades y limites de este 
nuevo tipo de proceso preventivo de tera¬ 
pia génica. Esto debería contribuir a trans¬ 
mitir la informadón necesaría, a conocer 
los miedos y las dudas, y a crear la base 
cientifica para evaluaciones racíonales 
de riesgos/beneficios* 



Charles Couteile es profesor én el Imperial 
Coltege de Londres* 
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1. Bloqueo génico 

A vetes, los genes supresores pueden evitar la aparicíón de tumores, 
Con un retrovírus como vector se puede incorporar el gen. 




Retrovírus 
como vector 


Gen correcto 


Gen supresor 
humano 


2. Terapia con células madre 

ALgunos retrovírus pueden llevar e! gen correcto a Las 
células madre de ia médula ósea. 

Todas Las células que se desarmllan a partir de estas 
células madre poseen el gen que se acaba de incorporar, 
Ejemplo: defíclenda de ADA, 


Punçión en la médula ásea 


3. Transeerencea de gen 

MEDIANTE UN RECEPTOR 

Se puede acoplar el nuevo gen a una molécula 
que se une con los receptores de ciertas células. 
Através de estos receptores, el gen alcanza su lugar 
de destino, 

Ejemplo; alteraciones dei metabolismo de las grasas. 



Gen acoplado 
al receptor 


A. Inyección gén ica 

Mediante la ínyección de genes de un patógeno se 
puede estimular la reacción de rechazo de las 
células contra ia enfermedad en cuestión. 

Ejemplo: sida y hepatítis. 



Células sanguíneas 
humanas 


DNAdet 

patógeno 


t 




5. Medicamentos génicos 

Se pueden inyectar nuevos 
genes portadores con 
susta ncias directa mente en el 
õrgano afectado. donde son 
absorbidos por las células, 
Ejemplo: distrofia muscular 
de Duchenne. 


Gen humano acoplado 
a un portador 


Fíg.9,24 Cinco posfbílida- 
des de terapia genica. 


Entretanto, hay nueve equípos de investigadores 
alemanes autorizados a trabajar con estas células. En 
Grau Bretariay Corea dei Sur está. expresamente auto- 
rizada la clonacíón terapêutica, y también en Estados 
Unidos, donde sin embargo la clonadón de embrio- 
nes no se promueve con subvenciones estatales. 

■ 9.14 Terapia génica 

Una prueba viviente de que hoy todavia pueden 
suceder milagros, dijo el presidente de la Comisiõn 
Científica de la Câmara de Representantes estadou- 
nidense, George Brown, es la historia de la peque¬ 
na Ashanti de Silva. En septiembre de 1995 se pre- 
sentó frente a ía Comisión con gran resonancia 
mediãtlca. Guando tenía dos anos, el 14 de septiem¬ 
bre de 1990, recíbló la primera terapia génica de la 
historia. Padecia una inmunodeficiencia extrema y 
tenía que crecer en las habitaciones estériles de un 
hospital; era Io que se conoce como Bubble Baby 


(bebé burbuja], Una simple gripe la habría matado. 
Le faltaba un único gen, era portadora dei síndro- 
me ADA (adenosína-desaminasa), Los glóbulos 
blancos necesitan la proteína ADA para crecer y divh 
dirse. Sin este producto genético, al paciente le falta 
una gran parte de su sistema inmunitaiíG. Sin embar¬ 
go, la enfermedad se puede tratar administrando 
ADA. En todo el mundo sólo existen unos cien 
pacientes. El tratamiento es extremadamente caro, 
asciende a unos 40 000 dólares americanos al mes. 

En un experimento ex vivo (fuera dei cuerpo), 
a Ashanti se le transfundieron linfocitos T propios, 
a los cuales previamente se habfa transferido el gen 
ADA intacto (Fig. 9.25). 

El resultado fue espectacular: poco después, la pacien¬ 
te salió dei hospital y pudo asistir con normalidad a la 
escueia. Aproximadamente la mitad de sus corpúscu¬ 
los sanguíneos contenía el nuevo gen ADA. Esto fue 
un arranque estupendo para la terapia génica. 
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Sin embargo, aün estamos a anos luz de una tera¬ 
pia estándar para esta enfermedad tan poco fre- 
cuente. El dei ADA fue un caso relativamente 
fácil: sólo se trataba de sustituir un geo defectuo- 
so por su variante natural En otros tipos de enfer 
medades, como el câncer, hay que sustituir 
muchos genes que faltan o que han mutado, 
El câncer se produee como un proceso de varias 
etapas con vários genes imitados. En última ins¬ 
tancia, todos los genes afectados se han modifica¬ 
do y fallan. Esto ocurre a raiz de una acumulación 
de “casualidades” desafortunadas o “accidentes 
de DMA”. 

No obstante, también hay predisposiciones familia¬ 
res, es decir, genéticas, para contraer câncer. 
Napoleón murió, al igual que su padre, su abuelo 
y sus tres hermanos, de câncer de estômago. El cân¬ 
cer de mama también se produee ocasionalmente 
en casos múltiples en famílias. Los causantes de ello 
son los genes brcal y brcâ2 , Aun cuando sólo falle 
uno de los genes, el gen brcal, aumenta el riesgo 
de contraer câncer. 

Todavia no existen terapias génicas contra el câncer 
debido a la gran cantidad de etapas de aparición 
de la enfermedad. Aún no se puede influir sobre tan¬ 
tos genes al mismo tlempo. La máxima aproxima- 
ción al objetivo alcanzada consiste en reforzar el sis¬ 
tema inmunitario y Ias enzimas reparadoras. 

El quid de la cuestión es el desarrollo de procesos 
efectivos para introducir los genes en las células. 
Hasta ahora se habían utilizado retrovírus inofen¬ 
sivos {virus con una sola hebra de RNA) como 
vehículos genéticos (Fig. 9,12). Los retrovirus 
integran su propio material hereditário en la célu¬ 
la infectada. La idea de un vehículo genético 
es seduetora; sin embargo, aún no se puede con¬ 
trolar bien. 

Se prueban vehículos genéticos nuevos, y obvia¬ 
mente se ha superado el punto débil de los príme- 
ros disparos rápidos. Los vectores genéticos 
deben poder inyectarse directamente en el 
paciente, deberían introdudrse en un lugar segu¬ 
ro dei cromosoma o sustituir directamente al gen 
defectuoso. 

Finalmente, el nuevo gen debe reaccionar a câmbios 
fisiológicos, es decir, para un diabético tiene que 
reaccionar ante valores de glucosa elevados o bajos, 
como sí se tratara de un gen natural. De modo que 
la terapia génica moderna (Fig. 9.25 y Cuadro 9.6} 
no es más que una forma de aplicación moderna de 
un medicamento. Con el RNA de interferencia, 
RN Ai, aparece una terapia génica alternativa. 


■ 9.15 dDiamantes en la basura? 

El RNAi, el RNA que interfiere 

Además de la genómíca funcional 0 el estúdio dei pro- 
ieoma (Gap. 10), en las bíociencias una nueva tecno¬ 
logia está conquistando el mercado actual: eí RNA de 
interferencia (RNAi). Por primera vez se pueden 
desconectar genes indivíduales de forma muy efecti- 
va y más rápidamente que con cuaiquier otro proce- 
dímiento. Además, la formación de proteínas de bs 
genes vecínos no se ve entorpecida. Por primera vez 
es posible determinar a gran escala las funciones de los 
genes siienciándolos ( süencin^ y, de este modo, obte- 
ner ventajas de los proyectos genómicos (Gap. 10) a 
partir de las secuencias extraídas de DNA. 

Según estimaciones de los expertos, las tecnologias 
de RNAi son aproximadamente un 80% más bara¬ 
tas que crear ratones knock out (Gap. 8), los cua- 
les se habían utilizado hasta ahora para determinar 
la funcíón genética. Cada gen puede üivestigarse 
con la ayuda de ia tecnologia RNAi; el RNAi abre 
perspectivas completamente nuevas a la investiga- 
ción postgenómica. Sin embargo, también presenta 
todas las características clave que se podrfan espe¬ 
rar de un fármaco para secuencias específicas. 

Con la tecnologia RNAi se explora el material heredi¬ 
tário de organismos modelo y dei ser humano para 
encontrar nuevas dianas para los medicamentos, que 
se venderán validados a Ia industria farmacêutica. 

No se podrá contar con la autorizaciôn de los prime- 
ros princípios activos antes dei ano 2008. Las bases 
correspondientes las sentaron hace unos anos 
Andrew Fire y Craig Mello con los trabajos de 
investigacíón en el nematodo Caenorhabditis ele- 
gans. Por primera vez describieron una nueva tecno¬ 
logia que permite, con la ayuda de unas pocas molé¬ 
culas de RNA de dos hebras (RNAds) , evitar la forma* 
ción seiectiva de ciertas proteínas en las células vivas. 

Para ello, una hebra dei RNAds solamente debía 
tener la misma secuencia de bases que el gen codi¬ 
ficador de la proteína que debe silenciarse. No obs¬ 
tante, los RNAds no impiden la lectura dei gen, sino 
que conectan un mecanismo propio de las células, 
el cual dafia el RNAm leído por el gen e ímpide así 
la formación de la correspondiente proteína {Post- 
Transcriptional Gene Süenctng, PTGS). 

Se desencadena la degradación seiectiva dei RNAm 
mediante moléculas de RNA de doble hebra [RNA- 
si, small inferferingRNA ), que son homólogas a las 
dei RNAm, y cuya traducción a proteína debe evi- 
tarse; una de las hebras de RNAsi -la llamada hebra 
antisense- se une con el complefo proteínico celu- 
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lar propio, el “RISC” y con el RNAm destino. 
En éste, una nucleasa se ocupa de la degradación 
específica secueneial dei RNAm y de proseguir con 
la expresión de Ia proteína (Fig. 9,27]. 

Los experimentos para silenciar genes de mamífe¬ 
ros interesantes para el desarrollo de medicamentos 
con RNAds más largos [más de 50 componentes de 
RNA} fracasaron hasta hace pocos anos debido 
a la respuesta dei interferón -la reaccíón inmimita¬ 
ria contra Ias infecciones virales, para la cual 
las células de los mamíferos detienen la formación 
de proteínas y degradan el RNAm de forma no espe¬ 
cífica (ver más arriba en este Capítulo]. 

Posteriormente, en el ano 2001, el científico 
alemán Thotnas Tuscfil [Fig. 9.26) hizo el descu- 
brimiento: Tuschi, que en aquei entonces trabajaba 
en el Instituto Mas Planck de química biofísica, 
encontro ei secreto. 

En las moléculas de RNA cortas, de sólo 21 a 23 
componentes, Tuschi hizo un descubrimiento. Pre- 
dsamente en aquei 98,5% dei material hereditário 
descubríó “diamantes” que se consideraban como 
“junk” (basura). Después de extraer aquellos peda- 
citos logró inhibir RNAm en el núcleo celular de 
forma efectiva, Tuschi reconoció de inmedtato el 
potencial de su descubrimiento. Con la ayuda dei 
RNAsi, por primera vez se pudleron desconectar 
genes a voluntad en las células de los mamíferos 
-aunque en un principio sólo en cultivos celulares. 

Con los RNAsí sintetizados artificialmente y com- 
puestos de 21 a 23 nudeótidos, su equipo silenció 
por primera vez genes de mamíferos sin desencade- 
nar la respuesta ai interferón que interferia en 
el proceso. Desde entonces, los investigadores 
anuncian un êxito tras otro -por ejemplo, en la inhi- 
bición selectiva de diversos genes dei V1H y para 
combatir los virus de ia gripe y de Ia hepatitis C. 

5i bien los investigadores ya sabían, por ío menos 
desde 1998, que los genes se podían inhibir con la 
ayuda de moléculas de RNA, no estaba claro cómo 
funcionaba este mecanismo, al que se denominó 

RNA de Ínterferencia (RNAÍ). 

Dos anos más tarde, el RNAsi ya se utilízaba en labo¬ 
ratórios de todo el mundo. Entretanto, con hebras 
de RNA artifidales y hechas a medida se está pro- 
bando la función de los genes de modo secueneial 
-en un plazo de semanas, ya no de anos. Además, 
no se Investigan genes aislados como antes, sino 
cientos de ellos al mismo tiempo. 

E! método de Tuschi no sólo amplia el repertório de 
los investigadores básicos, quienes por este método 


pueden desentranar la función de aproximadamen¬ 
te 30 000 genes dei material hereditário humano. 
También las grandes empresas farmacêuticas tienen 
ínterés en esta técnica, Los genes son un punto de 
partida importante para los fármacos. Hay aproxi¬ 
madamente 5000 genes humanos que son intere¬ 
santes para los medicamentos, y se espera encon- 
trarlos con Ia ayuda de las hebras “cortas” de RNA. 

Sin embargo, el RNAsi también se puede utilizar 
como medicamento. Si se identifica un gen descama¬ 
do mediante el RNAsi, se tratará de suprimido tera- 
péuticamente con el correspondiente RNAm. Exacta- 
mente esto era lo que pretendían los científicos desde 
hace 30 anos con la llamada técnica ântiseme 
(Gap. 7 en el tomate “antifofo"). No obstante, los cien¬ 
tíficos lo habían intentado con fragmentos de RNA 
demasiado largos. Ante éstos, los núcleos celulares 
reaccionaban de forma alérgica porque tal vez 
se podia tratar también de material hereditário des- 
truetivo de los virus. Por consiguíente, el aparato celu¬ 
lar cogía al intruso y lo aniquilaba. Sólo hay una posi- 
bílidad de anular este “sistema inmunitario dei núcleo 
celular”: el RNA debe ser diminuto, no debe tener 
más de 21 a 23 componentes, dado que con esta lon- 
gitud puede nadar hacia el núcleo celular y de modo 
natural controla, entre otras cosas, si se ha leído un 
gen y con qué frecuencia. Las pequenas moléculas de 
Tuschi ínhibían la produccióo de proteínas de forma 
mil veces más eficaz que la vieja técnica ântisense. 

La lista de posibles campos de aplicación incluye 
el reuma, la enfermedad de Alzheimer, la enferme¬ 
dad de Parkinson, el câncer, las enfermedades meta¬ 
bólicas y autoinmunitarias, así como las enfermeda¬ 
des infecciosas, Sin embargo, el camino hacia ia uti- 
lización en laboratorios clínicos es largo. La mayor 
díficultad de la terapia RNAsi es la siguiente: ^cómo 
se introducen las moléculas frágües en los núcleos 
celulares, en los que deben actuar? En la circulación 
sanguínea, Ia sustancia es sensible a ataques y se 
degrada rapidamente mediante las enzimas, Algu- 
nos investigadores la envuelven en liposomas, otros 
transportan las moléculas con virus a los núcleos 
celulares 0 lo intentan con RNAsi puro que se ha 
estabilizado quimicamente. 

Tal vez se solucione también el siguiente acertijo: 
tenemos ocho veces más genes que la bactéria Esehe 
richia coli } pero seguro que genéticamente somos mil 
veces más complejos. ^Son los pequenos RNA y todos 
los genes que no se pueden transformar directamen- 
te en proteínas los autênticos duenos dei núcleo celu¬ 
lar y los encargados dei motor de la evolución? Este 
control tan inteligente podría explicar Ia gran flexibi- 
lidad dei metabolismo de los organismos superiores. 
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Ocho preguntas 
de autoevaluación 

1 . ÍQué hace el medico de urgência 
en caso de infarto de mio tardio 
agudo y qué marcador bioquímico 
penetra más rapidamente en la 
sangre, el FABP 0 la troponina? 

2. dCõmo podríaayudar el conde 
Drácula (en teoria) si $e produce 
una embolia? 

3 . zSeelimínan realmente las arru- 
gas con el EGF? iExisten aplicado- 
nesmãs adecuadas? 

4* dDebería limitarse la investígadón 
con células madre? iSe pueden 
utilizar de forma inadecuada? 

5, LCómo aprovechan algunos 
deportistas los descubrimientos 
de la biotecnologia para aumentar 
su rendimiento? 

6 , dCómose puede suministrar 

un medicamento absolutamente 
seguro a un hemofilko? 

7 . iüe qué forma salvan a los enfer¬ 
mos de câncer los tejos dei Pacífico? 

8 . dQué es el RNA de interferencia 

y cómo puede utllizarse para silen¬ 
ciar genes? 
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fig. 10.2 Câmo la GOD Iden¬ 
tifica, une y transforma 
la glucosa de una mezcla 
de az dcares (deta liada mente 
en Cap. 2). 



Fig. 10.3 La GOD es una gli- 
coproteína dimérica (aqui 
no se representan bs cade- 
nas de azúcares). La fkvina 
adenma dinucleótido (FAD t 
en rojo) absorbe en ei centro 
activo dos electrones de 
ia glucosa y los transfiere 
ai oxigeno, El oxigeno (OJ 
reducido une dos protones 
(H^) dei agua y se convierte 
en peróxido de hidrâgeno 
(HjOJ, La glucosa se reduce 
a gluconolactona, la cu ai 
reacdona con agua para for¬ 
mar ácido glucònícQ, 


■ 10.1 Pruebas enzimãticas para 
mittones de diabéticos 

Con ei descubrimiento de las enzimas se cumplió 
el antíguo sueno de realizar un diagnóstico exacto 
a partir de los fluidos corporales* Parüendo de una 
mezcla de cientos de sustancias tal como se hallan 
en la sangre o la crina, se puede detectar de forma 
selectlva y específica cada una las sustancias, como 
la p-D-glucosa en la diabetes. Por ejemplo, esto 
puede llevarse a cabo con Ia glucosa deshidroge- 
nasa (GDH)* La GDH convierte la glucosa con 
el cofactor nicotinaiBlda-adenina-dlnucleótido 
(NAD + ) en gluconolactona y reduce el NAD + 
a NADH [+ H + ). El NADH se puede determinar 
fácilmente en el foíómetro coo la prueba óptica 
de Otto Warburg [Cap. 2) para una longitud de onda 
de 340 nm* Por el contrario, el NAD^ no absorbe 
Ia luz a esta longitud de onda. 

Qtra enzima, también una oxidorreductasa, es 
la glucosa oxidasa (GOD, Figs. 10.2 y 10.3). 

La GOD reduce el oxigeno con los electrones de la 
glucosa para formar peróxido de hídrógeno (H 2 G 2 ). 
A partir de una mezcla de azúcares, sólo transforma 
la p-D-glucosa, Por tanto, si se detecta H 2 0 2 tras ana 
dir GOD en una mezcla (sangre, suero, orína), eso 
significa que hay glucosa presente. Cuanto más 
H 2 Q 2 se encuentre [para la misma cantidad 
de enzima), más cantidad de glucosa habrá. Con 
disoluciones de una concentración conodda de glu¬ 
cosa se elaborará una curva patrón (calibradón), 
a partir de la cual se puede leer la concentración 
de ia mezcla investigada. Para ello, actualmente 
existen aparatos biosensores de bolsiUo que pue- 
de utilizar cada diabético por sf solo [Fig. 10*12). 

Aproximadamente un 8% de la población alema- 
na sufre diabetes. La diabetes mellUus (“flujo 
de miei” 0 enfermedad dei azúcar) es una enfer- 
medad dei metabolismo en la que aumenta cons- 
tantemente el nivel de azúcar en la sangre. Guan¬ 
do hay demasiada glucosa en la sangre, los rino- 
nes ya no pueden filtraria y se excreta abundante 
glucosa con la orina* 

La causa de la diabetes es una carência 0 una aíte- 
ración de la hormona insulina (Cap* 3), que se for¬ 
ma en el pâncreas. La insulina reduce el azúcar 
de la sangre incorporando la glucosa en las células. 
La hormona se integra al mismo tiempo en el meta¬ 
bolismo de las grasas y de las proteínas, por lo que 
cuando hay una carenda no se produce una altera- 
ción dei consumo de azúcar* 

El nível de azúcar en la sangre normal se 

halla entre óO y 110 mg/dL, e incluso después 
de las comidas no aumenta por encima de 


los 140 mg/dL. Sin embargo, en los diabéticos, 
incluso en ayunas aseiende a más de 126 mg/dL 
y después de las comidas alcanza valores de 
200 mg/dL y superiores. 

En la diabetes tipo I falta insulina debido a una 
alteración de las células que ta producen en el pân¬ 
creas. Probablemente Ia causa sea una reacción 
autoinmunitaria previa por la que el cuerpo ataca 
a sus propias células y las destruye* No está clara 
Ia causa de que se desencadene de repente esta 
reacción inmunitaria. Se ha propuesto, por ejemplo, 
una ínfeccíón virai de la infanda* Los factores gené¬ 
ticos también influyen: el 20% de los enfermos tie- 
nen parientes con diabetes tipo I. 

Si bien los “diabéticos por la edad" [diabetes ti¬ 
po II) (Fig* 10*1) producen en principio suficien¬ 
te insulina, el efecto de la hormona en el cuerpo 
desciende (resistência a la insulina): los recepto¬ 
res de la insulina se hacen cada vez más insensi- 
bies. Con ello penetra menos glucosa en ias célu¬ 
las y la concentración de ésta en la sangre aumen¬ 
ta. Esto hace que el pâncreas expulse aún más 
insulina para rebajar ia concentración de azúcar 
en la sangre -con la consecuencia de que la can¬ 
tidad de receptores en las células se reduce y la 
reacción a la insulina sigue disminuyendo* Debi¬ 
do a una sobreproducción constante de insulina 
se origina una fatiga de las células p y finalmente 
la deficiência de insulina* 

Normalmente, cuando se diagnostica la diabetes 
tipo II ya hace mucho tiempo que ha aparecido* 
Los puntos de partida para sospechar la existenda 
de diabetes mellitus son poco característicos: 
los sintomas generales, como cansando, disminu- 
ción dei rendimiento, hambre feroz, perdida 
de peso, sudoradón y dobres de cabeza, por sí solos 
no conducen al diagnóstico. iAquí son importantes 
las pruebas bioanalíticas! Más de la mitad de los 
diabéticos no sabe nada de su enfermedad. Si no se 
trata, la diabetes puede provocar danos colaterales 
catastróficos: la diabetes meílítuses la causa, en Ale- 
mania, de unas 30 000 embolias anuales, 3000 ca¬ 
sos de ceguera y 35 000 infartos de miocardio. Los 
rinones también corren peligro: 3000 pacientes 
deben someterse a diálisis* Además, aproximada¬ 
mente un 70% de todas las amputadones de pies y 
piernas se deben a la diabetes (Gap. 9, EGF). 

I io,2 Biosensores 

<iCómG se míde la glucosa rápidamente y de forma 
exacta? jCon biosensores! Los pioneros fueron, 
óOO anos después de la primera referencia Uteraria de 
un “biosensor de glucosa” por Giovanni Boccaccio 
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(Fig. 10,6), los americanos Leland Clark Jr. y 
George Wilson, el japonês Isao Karube, el britâni¬ 
co Ânthony RR Ttirner y el alemán Frieder 
W Scheller (Hg, 10,9)* 

La idea básica de los biosensores es realizar un aco- 
piamiento directo (mmovilizadón, Gap. 2) de bio- 
moléculas (enzimas, anticuerpos) o células con sen¬ 
sores (electrocfos o sensores ópticos). Mediante 
el acopiamiento directo, el analito (por ejemplo 
la gluCQsa) se convierte, mediante los bioeompo- 
nentes (por ejemplo la GOD), en una senal bioquí¬ 
mica (por ejemplo H 3 0 2 J (Fig. 10-8), ia cual llega 
de inmediato al sensor Allí se convierte en una 
senal electrónica (comente) y se manifiesta median¬ 
te un amplificador. 

El biocomponente mmovilizado se regenera 
después de su uso. Por ejemplo, en los análisis 
de sangre con sensores de glucosa, con la mísma 
GOD se puede medir la glucosa aproximadamente 
10 000 veces, Para los laboratorios clínicos, la posi- 
bilidad de reutilizar ei bíosensor era prioritária. Hay 
clentos de análisis de pacientes por hacer de forma 
rentable y rápida (Fig. 10.10). 

Por el contrario, los sensores unitários (“de usar 
y tirar”, Fig. 10.12) son ideales para el autoanálisis 
dei diabético, sobre todo porque también protegen 
contra infeccíones [VIH, hepatitis). El “biochip” 
sólo sê utiliza una vez y luego se desecha. Con fre- 
cuencia el diabético recibe el aparato medidor elec¬ 
trónico como regalo de una companía (con el fln 
de “captar un cliente”), pero debe comprar siempre 
los “biochips” a ésta. 

La mayorfa de los biosensores de glucosa utilizan 
una enzima especial procedente de un moho 
(Aspergiilus), la glucosa oxidas a (GOD). La 
SGOD sólo une p-D-glucosa y oxigeno, y en frac- 
dones de segundo los convierte en ácido glucónico 
y peróxido de hidrógeno (H 2 0 2 ) (Fig* 10.2). Ei prin¬ 
cipio de la medieiôn de la glucosa es el siguiente: 
cuanta más glucosa haya en la muestra, más pro- 
ducto se formará y más oxigeno se consumirá. 
Se mide Ia cantidad de producto mediante ensayos 
de coloraclón, tiras de análisis y sensores de glucosa 
modernos. 

Con los sensores de glucosa se desarrolló la prime- 
ra generadôrt de “biochips”, Por primem vez 
se unieron dos altas tecnologias, la microelectróni- 
ca y la biotecnologia: electrónica y proteínas. 

Normalmente, para evitar Infecciones (VIH, hepati¬ 
tis) los medidores de glucosa portátiles y económi¬ 
cos utilizan “chips” de un solo uso [Fig. 10.12). En 
ellos se eneuentra GOD seca absorbida mediante 


un sistema de impresión [screen-prtnting\ (o sea, 
se ínmoviliza; Gap. 2). En este caso no es necesario 
realizar una inmovüizadón permanente como 
en los sensores reutilízables, ya que los “chips” sólo 
se utilizan una vez. 

El diabético introduce un “biochip” en el aparato 
(Fig. 10.12), luego realiza una punción en ia yema 
dei dedo (o en el antebrazo, segün el aparato) con 
una lanceta automática (empaquetada de modo 
estéril) y ia gota de sangre diminuta es aspirada por 
capilaridad bacia ei interior dei “biochip". Àllf se 
activa la GOD (por ia sangre) y convierte la glucosa 
en pocos segundos. La glucosa también se une 
y transfere electrones a una sustancia. auxiliar, un 
mediador (por ejemplo el ferroceno) (Fig. 10.7). 

La ventaja de los mediadores consiste en que el sen¬ 
sor ya no depende dei oxigeno. En una gota de san¬ 
gre es difícil ajustar la concentrarión de oxigeno. 
La enzima prefere ahora el mediador en lugar dei 
cosustrato natural oxigeno. Dos moléculas de ferro¬ 
ceno ceden un electrón cada una, a través dei cen¬ 
tro activo de la GOD (flavina-adenina-dinudeótido, 
FAD), reducido por una molécula de glucosa. El ferri- 
cinio se difunde desde la GOD y alcanza el electrodo 
(Fig. 10.7). Al li transfere los electrones al sensor dei 
“chip” y emite una senal eléctrica. La pantalla dei 
aparato indica finalmente ia íntensidad de corriente 
convertida en concentrarión de glucosa. 

Posteriormente llegaron otros biosensores. Un sen¬ 
sor de lactato mide en la actualidad la forma física 
de los deportistas y de los cabalios de carreras. 
En Hong Kong se determinaron los valores de 
glucosa y lactato con sensores de enzimas antes 
y después de una carrera de tres a cinco minutos de 
duración. El lactato aumenta rápidamente cuando 
los músculos no tienen suficiente oxigeno, la glu- 


Glucosa Gluconolactona 
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Fig. io.it Claudíus Galenos 
de Pérgamo (129199), 
junto con Hipócrates 
el médico mãs importante 
de la Antigüedad, elaboro 
la antlgua teoria de los cua^ 
tro humores. 



Fig. 10.5 En el experimento, 
las mariposas tropicales 
detecta ncuãl es la orina 
cuyo sabor es más dulce que 
La de contrai normal. 



Fig. 10,6 Glovanni Boccacdo 
(1513-1375) escribió. entre 
1348 y 1353. el Decamerõn 
(im preso en 1470, después 
desu muertebyenétdescrt- 
bio et prímer "bíosensor* 
para determinar La glucosa 
en La orina: La Lengua 
dei médico al coai se Llamâ 
para visitar a una paciente 
hermosa. 


Fig. 10.7 Chip unitário para 
la glucosa. En el centro activo 
de La GOD absorbida en el 
chip, la glucosa se une a La fia- 
vfna adenina dínudeótido 
(FAD) y mediante ella capta 
dos electrones de dos molécu¬ 
las mediadoras pequenas 
(ferroceno) t que saten de este 
modo dei centra activo en for¬ 
ma oxidada (ferridnlo). Se 
difunden por Ea superfície dei 
chip y allí ceden Los electro¬ 
nes. La íntensidad de La 
corriente es proporcional a La 
cantidad de electrones trans¬ 
feridos, y éstos son p roporc lo¬ 
na les a ta concentración dei 
mediadory, en última instan¬ 
cia» de la glucosa. 
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Senal 


Sustancia de elevado 
peso molecular 
(por ejemplo proteína) 


Meml 

semipei 
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Glucose oxidasa 

gg. (GO O) 
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Oxigeno 


Setransforma 
poria GODcon una 
elevada especifícídad 
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Pfcrcxido 
de hjdrógeno 
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Amfnoáíido 


Mo setransíoína 
por la G0O 


Aminoácido 


Principio de un sensor enzimático 


Electrónica 


Soludõn de medida Membrana enzimática Transductof (electrodo) 


Fig.io.S Sensor enzimático 
reutílrzabLe para glucosa, 

Los sensores clínicos que 
pueden realizar mi!es de 
medidas con La misma enzi- 
ma (Fígs. 10.10 y 10.11) cons¬ 
ta n de un sensor (electrodo) 
recubierto de una membra¬ 
na enzim ática delgada de 
glucosa oxfdasa inmoviliza- 
da (GOD), La GOD se intro- 
duce en geles de poliureta¬ 
no (derecha). A partir de 
una mezcla de La muestra 
(izquierda), tan só to las 
moléculas de bajo peso 
molecular yel oxigeno 
(en rojo) se difunden a tra¬ 
vés de los poros de La mem¬ 
brana de díálisís (centro) en 
el gel (azul claro). Los anali- 
tos de elevado peso mo te - 
cuíarolosmicrobios (arriba, 
a la izquierda) no pueden 


penetrar en la membrana. 

La GODsóio convierte 
la [J-D-glucosa consumiendo 
oxigeno y se forma glucono¬ 
lactona y H z O z , La GOD 
inmovílízada no se puede 
eliminar de La membrana. 

El producto que se genera, 
H z 0 3 (peróxido de hidróge- 
no) p es una sustancia activa 
a los electrodos, es decir, 

Su concentración puede cal- 
cutarse con La ayuda de un 
electrodo. EL cuadro inserta- 
do en La Figura representa 
et esquema conjunto dei 
procesamiento de La sen a L. 
La concentración de glucosa 
es la concentración dei 
HjO^y ésta es proporcional 
a La fntensidad de la torríen- 
te. Para determinar La cantí- 
dad de glucosa, el biosensor 
se sumerge en La soludõn 


a analízar. Gradas al peróxi¬ 
do de iiídrógeno que se ha 
formado, se puede determi¬ 
nar rápidamente La cantidad 
de glucosa contenida. 
Después de realizar La medi¬ 
da, la membrana enzimátLca 
se Lava con soluciones Lím- 
pias que no contengan sus- 
tancias que ta GOD pueda 
transformar. Mediante este 
método se lavan las sustan- 
das que se han difundido 
previ a mente y los productos 
de la reacción GOD. Así se 
regenera el biosensor 
y vuelve a estar preparado 
para medir. 

Con una única membrana 
enzim ática se pueden reali¬ 
zar entre io ooo y 20 ooo 
medídones rápídamente, 
con gran predsión y de for¬ 
ma económica. 


cosa se transforma anaerúbicamente [Cap. 1). 
Cuanto más entrenado está un caballo, menos lac¬ 
tato se produce. Naturalmente, el cabalio “en mejor 
forma" no tiene por qué ser el ganador; el jinete se 
encarga de que el resultado no sea tan predecíble, 

Sin embargo, la mediciôn de glucosa sigue siendo 
la aplicación más frecuente de los biosensores: 
el vGlumen dei mercado de sensores de glucosa 
asciende aproximadamente a 300 millones de 
dólares en todo el mundo. Gradas a países en cre- 
cimiento, como China, el mercado se ampliará 
rápidamente, 

■ 10.3 Sensores microbianos: 
las levaduras miden la carga 
de tos vertidos en cinco minutos 

Los biosensores que utilizan microbios inmoviliza- 
dos vivos -principalmente levaduras como Trichos- 
poron cutaneumy Arxula adenlnívorans (Cap. 1 )- 
son importantes para controlar el medio ambiente 
y pueden medir de modo directo la carga orgâni¬ 
ca de los vertidos. La levadura Arxula se monitorí- 
zó origmaríamente para un proyecto single cellpro- 
teín en la Unión Soviética, La celulosa siberiana 
debía descomponerse con ácido y convertirse en 
hidratos de carbono. Luego se neutralizaba el ácido 
con una base, Se formaba sal en ima concentración 
elevada. Entonces se buscó un microorganismo que 
consumiese hidratos de carbono (“el devoratodo”) 
y que además fuese affn a la sal (halófilo). 
Finalmente, el proyecto proteína unicelular-celulo- 
sa fracasó (Cap, 7], al igual que los proyectos petró- 
leo-SCP, pero las levaduras eran idóneas para 
los sensores para vertidos. En los países tropicales 
con escasez de agua dulce y cercanos a ia costa, 
los retretes utilizan agua de mar. Por consiguiente, 
las aguas residuales tienen un contenido de sal ele¬ 
vado, que deja inactivos a muchos microbios, pero 
no a Arxula. 

La idea dei sensor microbiano (Fig, 10.11) surgió de 
la mediciôn tradicional de la llamada demanda 
bioquímica de oxigeno a los cinco dias (DB0 5 , 
en inglês BOD 5 por Biochemical Oxygen Demand 
in five days ), La prueba comercial de la DBO s 
(Cuadro ô,2, Cap, ó) incuba muestras de vertidos 
con una mezcla de microbios durante cinco dias 
a 20-25 °C y mide el contenido en oxigeno con 
un electrodo Clark antes y después de la incuba- 
ción. Si el agua está limpia, los microbios aerôbicos 
no tienen nada que consumir (“jno hay comida!"), 
se ponen “en espera” y no consumen oxigeno. 
Por consiguiente, el contenido en oxigeno después 
de los cinco dias no ha cambiado. 
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Si, por el contrario, la muestra redbe muchas sus- 
tancias consumibles de forma aeróblca, los micró¬ 
bios se multiplicarán proporcionalmente a la “can- 
tidad de comida” y agotarán el oxfgeno. De este 
modo se puede calcular cuánto oxigeno se ba nece- 
sitado para consumir por completo las sustancias 
biodegradables en una muestra de vertidos -es 
declr, para obtener agua pura. En las instaladones 
de vertidos en Alemama, el agua depurada no pue¬ 
de tener un vaíor DB0 5 superior a 20 mg 0 3 /I. 

La prueba DBO precisa cinco dias; por el contrario, 
el bíosensor microbiano sólo necesíta cinco minu- 
tos para realizar una medíción. Las células vivas de 
kvatíura se inmovilizan en un gel polímero (como 
en el sensor de glucosa, Fig. 10.8) y se colocan en 
un electrodo de oxfgeno (Fig. 10.13). El sensor 
mide entonces cuánto oxigeno consumen las célu¬ 
las “hambrientas*. Si se anade una muestra Iimpía 
de vertidos que, por lo tanto, no contiene sustan¬ 
cias consumibles, las levaduras tampoco absorben 
oxigeno adicional. Sín embargo, si se anade una 
muestra con “alimento” (hidra tos de carbono, 
aminoáddos, ácidos grasos) las células se activa- 
rán, la absorberán y “respirarán”. El consumo de 
oxigeno aumenta propordonalmente a la “canti- 
dad de alimento”. 

Tales sensores microbianos son ideales para moni¬ 
torizar las instaladones de vertidos. Indican la car¬ 
ga dei agua de entrada y regulan Ias bombas de aire 
para Ia cuba de lodo activado. De este modo es posi- 
ble ahorrar energfa, Un bíosensor a ia salida de 
la instalación de depuracíón indica si el agua se 
ha depurado o no. 

■ 104 Prueba inmunológica 
dei embarazo 

Hacia el ano 1600, ias mujeres centroeuropeas esta- 
ban embarazadas una media de 20 veces durante su 
vida. Hoy en día, en los países industrializados dis- 
ponemos de métodos anti conceptivos (“la píldora”, 
Gap. 4) y de un diagnóstico rápido dei embarazo. 

Inyectar orina de las embarazadas a Ias ranas ("jla 
rana ha dado positivo!") pertenece ya a la historia 
de la medicina. La prueba de la rana o Ia prue¬ 
ba dei sapo (prueba de Galli-Mamíni) era una 
verificación biológica de la existência de embara¬ 
zo. A una rana macho (o a un sapo macho) se ie 
inyectaba en el saco linfático dorsal o de forma 
subcutânea orina o suero sanguíneo de un sujeto 
de prueba femenino. Si después de 24 horas 
se podían ver en el microscopio células seminales 
en la orina dei barrado, eso significaba que 


la mujer (no la rana) estaba embarazada, Hasta los 
anos 1960, la prueba de ía rana o dei sapo fue 
el método elegido para determinar el embarazo en 
una primera fase. El animal que servia para hacer 
la prueba, la tlamada “rana dei boticário” (casi 
síempre una rana africana con garras, Gap. 3), vol¬ 
via a estar disponible para la siguiente prueba des¬ 
pués de un tiempo para recuperarse. Ademãs de 
las inyecdones, el “celibato” y el cautiverio, no 
tema que sufrir otras torturas. En la actualidad 
se ha sustituido Ia prueba de la rana o dei sapo 
por Ia prueba inmunológica dei embarazo. 

Aparte de la prueba enzimática de la glucosa, 
las pruebas inmunológícas dei embarazo son las 
biopruebas que más se venden actualmente. Los 
anticuerpos identifkan a la perfección, en sangre u 
orina, sustancias como la encargada de que se for¬ 
me el cuerpo lúteo dei embarazo, la gonadotropi- 
na coriônica humana (HCG). 

^Qué câmbios bioquímicos ocurren en un emba¬ 
razo? En un plazo de seis días desde ia fecunda- 
ción el óvulo anida en la mucosa dei útero. La ani- 
dación tiene como resultado una liberación enor¬ 
me de hormonas en la futura madre y en el 
embrión. Una hormona que se produce muy rapi¬ 
damente en la placenta es ta gonadotropina corió- 
nica humana. La HCG “rompe” el ciclo hormonal 
normal que, de lo contrario, culmina en la mens- 
truadón. Se produce tanta HCG que se halla en 
la sangre en una concentración extremadamente 
elevada, y se elimina por la orina a través de 
los rinones. 

Por definicíón, la orina es un “fluido corporal eli¬ 
minado voluntariamente en grandes cantidades” y, 
por consiguiente, se puede obtener con facilidad y 
-al contrario que las muestras de sangre- sin dolor, 
es decir, que es muy adecuada para los autotests. 
Hoy existen en las farmaclas muchas pruebas de 
embarazo para realizar con orina que se pueden 
adquirir libremente (Figs. 10.14 y 10.15), son fáci- 
les de realizar y tienen una fiabiiidad de un 90 a 
un 98%. 

Cuánto antes se realice la prueba, menos flafole 
será el resultado. Por lo general, en la práctica mé¬ 
dica, el embarazo se determina mediante un análi- 
sis de sangre. 

La prueba en sangre es mucho más sensible que 
la de la orina; por tanto, en la primera fase de un 
embarazo proporciona resultados más fíables. En la 
sangre, la presencia de la hormona dei embarazo 
HCG se puede interpretar como un signo seguro de 
embarazo ya díez dias después de ia fecundariam 



Fig, 10,9 En sus anos mozos, 
el autor (segundo por la dere- 
cha) tu vo el privilegio y ei pia- 
cerde investigar como docto- 
rando en el grupo de Frieder 
W. Schetler. Éste (a la izquier- 
da t actualmente prorrectorde 
la Universídad de Potsdam) 
ínició su investigación de 
los bíosensores después que 
los atros pi oneras en el tema, 
en 1975, en Berlfa-Btich, 
de Berlín Este. El trabajo 
se desarrolló en condiciones 
técnicas y mate ria les dificíles, 
y Schetler se adelantó a su 
tiempoT su grupo desarrolló 
el sensor de glucosa más 
rápido dei mundo, el GKM-oi. 



Fig. 10.10 El producto más 
nu evo de BST, Bio Sensor 
Technologie GmbH de Berlín: 
un sensor de glucosa reutilL 
zableen un aparato 
de la empresa ABT Advanced 
Bíoanalytieal Technology 
GmbH, el glucómetro 3000, 



Fig. ío.ii Un sensor reutili¬ 
za ble para vertidos (arriba) 
que determina el valor DBO 
en sólo cinco minutos 
(en lugar de cinco días) 
con células de levadura 
ínmovílizadás (abajo). 
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Fig. 10.12 Autotest de gluco- 
sa: como determina uno 
rnísrno la cantídad de gluco¬ 
sa de Forma rápida y segura. 
Un valor de glucosa 
de 104 mg/dLCo de 
5,6 mmo!/dL} es normal. 



Fíg. 10.13 Sensores para 
fabricar biosensores. Senso- 
rea impresos de densidad 
(empresa BioSensor 
Technobgie, Berlin). 


La prueba en orina muestra una raya coloreada como 
control (Hg. I (X14, “ei test funciona") y una segun- 
da raya coloreada decisiva: “íBebé en cambio!". 
Cuando no aparece esta raya, no hay HCG en la ori¬ 
na y T en consecuenda, tampoco hay ernbarazo. 

Aunque la prueba dura sólo un minuto, natural¬ 
mente no revela e! ernbarazo ya el mismo dfa de 
la fecundación; en primer lugar, el embrión debe 
tener tiempo de anidar. La prueba sólo puede fun¬ 
cionar a partir dei dfa en que se deberfa haber pro- 
ducido ia menstruadón. 

La prueba dei ernbarazo utiliza anticuerpos 
monoclonales (Gap* 5) para detectar la hormona. 
Éstos reconocen específicamente la hormona HCG 
que se forma en la placenta, sólo a ésta entre una 
mezda de miles de sustandas. De forma similar 
a las enzimas, los anticuerpos “pescan" sustandas 
que se unen de forma exacta. En los anticuerpos, 
los “antígenos” adecuados se unen, pero no se 
transforman como ios sustratos. 

?Cómo se puede visualizar si un anticuerpo ha 
encontrado el antígeno HCG? 

En el inmunoanáiisis enzimático (ELISA, por Enzy^ 
me Linked Immunosorbent Assay detalles en 
Gap, 5) se utilizan enzimas para formar un comple- 
jo de anticuerpos y antígenos. Esto es “química 
hümeda” y requiere aparatos iectores {Reade!). Sin 
embargo, en el resultado de las pruebas se obtienen 
concentraciones exactas de antígenos. 

En el caso de las tiras de prueba se obtiene un resul¬ 
tado rápido sin aparatos -una serial fiable “Sí/No” 
(no aproximadamente un “55% de estar embaraza- 
da"). Se ahaden anticuerpos al extremo de una tira 
delgada de papel de filtro y ésta se deja secar. Los anti¬ 
cuerpos ya se habían unido previamente a bolitas 
de colores de látex (rojas, azules 0 verdes) 0 a oro 
coloídal. Se denominan anticuerpos detectores 
porque son portadores de un color detectable, 

Cuando se moja el extremo de una hofa de papel 
secante en un líquido, éste sube por los poros y capi¬ 
lares dei papel Esta característica se puede aprove- 
char para ia inmunocromatografía. Es decir, 
cuando el extremo de la tira de papel se moja en ori¬ 
na, ésta sube por el papel y empapa poco a poco toda 
la tira. El líquido transporta Ia HCG de la orina al 
anticuerpo detector “que está esperando". 

HCG — Ac detector con bola de color 

Éste se une con la HCG y empieza a desplazarse uni¬ 
do con ésta. Seguidamente, empieza a salir serpen¬ 
teando un complejo por los poros dei papel En el 
centro de la tira se enlaza de forma fija a un anti¬ 


cuerpo “captador" y se marca como una raya en el 
papel. El “captador” también reconoce la HCG y 
“pesca" el complejo HCG-detector-colorante dei 
líquido y io sujeta con fuerza. 

La unlôn tiene lugar mediante la HCG. Puesto que 
esta HCG se enlaza por ambas partes -por el capta¬ 
dor y por el detector-, todo el conjunto recibe tam¬ 
bién el nombre de sandwich. 

El complejo tiene el siguiente aspecto: 

Papel ■ Ac captador ™ HCG “Ac detector con bola de color 

Se forma una raya de coior claramente visible. Si 
no hay HCG en la orina, naturalmente ésta no pue¬ 
de imirse con el complejo dei detector-colorante. En 
tal caso, el detector se dirige sólo hacia el captador, 
el cual, sin embargo, no lo puede pescar porque le 
falta la HCG para formar el sandwich. A conse- 
cuencia de esto, tampoco aparece una raya de color. 
La línea de control indica $i el test ha funcionado. 
Se une un segundo anticuerpo captador en el papel, 
el cual identifica también ei anticuerpo detector 
incluso sin HCG. El control indica lo siguiente: 

Papel ■ ■ ■ Ac captador para Ac detector ™ Ac detector con 
_ boia de color 

Si el control no ha funcionado, el resultado de la 
prueba no es fiable. 

■ 10.5 Pruebas dei sida 

Imaginemos lo siguiente: jcada dfa se infeetan 
15 000 personas con un virus mortal! <?Dónbe que 
dan el pânico mundial y Ias acciones de ayuda? Entre¬ 
tanto, convivimos con el virus y su amenaza. Hay 
aproximadamente 40 millones de personas enfermas 
de sida (síndrome de inmunodeficiencia adquirida) 
[Acquired Immune Deficiency Syndrome) en el 
mundo entero (Gap. 5). En África hay 5,3 millones 
de personas seropositivas para el VIH (Human Immu - 
ne Deficiency Virus), lo que corresponde a un 12% 
de la poblacióm En Alemania hay aproximadamente 
39 000 personas afectadas. 

Lo “rastrero” dei VIH es que ataca al sistema inmu- 
nitario protector. Cuando alguien se infecta con 
el VIH se actívan, al igual que en otras Infecdones, 
las defensas dei cuerpo. Al contrario de otras infec- 
ciones, el cuerpo tarda al menos de cuatro a siete 
semanas en formar anticuerpos contra el virus. De 
este modo, el cuerpo “toca la corneta” para atacar a 
los intrusos. Se pueden detectar estos anticuerpos en 
la sangre de una persona infectada. Puesto que los 
primeros sintomas dei sida a menudo son leves 0 
inexistentes, se desarrollaron pruebas: una prueba 
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inmunológica para detectar los anticuerpos forma¬ 
dos y ia reacción en cadena de la polimerasa (PCR, 
ver más abajo) para detectar el RNA virai. La des- 
ventaja principal de la prueba inmunológica es que, 
previamente, el organismo tiene que Laber produci- 
do anticuerpos para que la prueba pueda indicar una 
infecdón. Las infecciones nuevas no se detectan, eso 
sólo lo puede hacer !a PCR. Hay otras pruebas de 
virus que funcíonan de forma similar a la dei sida, 
por ejemplo la de la hepatitis B. Además, existen 
tiras para pruebas “Sí/No”, cada vez más fáciles de 
manejar, para todas estas enfermedades virales, las 
cuales son similares a la prueba dei embarazo, 

■ 10.6 Pruebas para el infarto 
de miocardio 

Un infarto cardiaco (infarto de miocardio agudo) 
comienza con malestar y una fuerte sensadón de pre- 
siôn en el estemón; el dolor se irradia bacia el brazo 
izquierdo, aparece el miedo a morir y gotas de sudor 
frio en la frente. jPero los sintomas de un infarto de 
miocardio no son siempre tan clarosl Puede ocurrir 
que sólo se produzca malestar, y en las mujeres apa- 
recen a menudo dolores de estômago, En aproxima¬ 
damente el 40% de los infartos el eíectrocardiogra- 
ma (ECG) no detecta un infarto agudo, En estos casos 
sirven de ayuda Ias pruebas inmunológieas rápidas. 

En un infarto, el riego sanguíneo dei corazón se ve 
reducido o completamente interrumpido por un 
coágulo de sangre (trombo). Las células cardíacas no 
reciben sustancias nutritivas ni oxigeno y empiezan 
a morir. Las células cardíacas que mueren liberan pro¬ 
teínas de sus células, las cuales van a la sangre. En los 
últimos anos se han medido, sobre todo, enzimas dei 
músculo cardiaco como la creatina quinasa (CK) y 
proteínas como diversas troponinas. 

Estas proteínas, relativamente grandes, se denomi- 
nan marcadores tardios. Guando estas proteínas 
aparecen en la sangre, ya ha sucedido: jpor lo 
menos hace una hora que ha empezado a producir- 
se el infarto de miocardio! La advertência es buena, 
pero se produce demasiado tarde, 

“iEl tiempo salva al músculo cardiaco!”, dice 
el cardiólogo. Cuanto antes se disuelva el trombo, 
menos tejido cardiaco morirá. Si se ínyecta la enzi¬ 
ma fabricada por ingeniería genética, el coágulo de 
san^e se dísuelve (activador tisular dei plasminó- 
geno, t-PA; Gap. 9), pero existe el peligro de hemo¬ 
rragia cerebral, El riesgo bajo, aunque existente, 
sólo se justifica cuando está muy claro que hay un 
infarto de miocardio. Por ese motivo se buscan 
febrilmente marcadores más rápidos, 

El autor, con su equipo de investigadores de Hong 
Kong y dos companías de Berlín-Buch, junto con 


jan F.D. Glatz, de Maastricht (Holanda) (Fig. 10.1 6), 
está sobre la pista de un marcador de estas caracte¬ 
rísticas desde princípios de los anos 1990, primero en 
Münster y ahora en Hong Kong: la proteína de uniún 
de los ácidos grasos [Fatty AcidBinding Protein, 
FABP) es una proteína muy pequena (PM 15 000), 
la cual, por lo tanto, aparece en la sangre inmediata* 
mente después de un infarto. Se detecta entre una 
y dos horas antes en la sangre que los marcadores 
“tardios” de infarto, la creatina quinasa y la troponi- 
na T e I; es un marcador temprano. 

La prueba dei infarto de miocardio más rápida dei 
mundo funciona de forma similar a la prueba dei 
embarazo (ver arriba), excepto que aqui se introdu- 
cen anticuerpos monoclonales contra la proteína 
de unión de los ácidos grasos dei corazón. Éstos 
identifican la FABP en una mezcla de miles de sus¬ 
tancias en la sangre (Fig* 10.17). 

iCómo se puede visualizar si un anticuerpo ha 
encontrado la FABP? 

Se anade el anticuerpo -como en la prueba dei emba¬ 
razo- al extremo de una tira de papel de filmo delga- 
day se deja secar. En este caso, el anticuerpo no se une 
a partículas coloreadas de látex (como en Ia prueba dei 
embarazo) sino a partículas de oro coloidai. Las 
partículas en solución dan un hermoso color rojo. Es 
decir, el anticuerpo “detector” está marcado en rojo. 
La tira para pruebas se halla en el interior de un plás¬ 
tico plano en forma de tarjeta de crédito [Fig* 10.1 ó) 
y tiene una abertura (embudo) para absorber la san¬ 
gre y una ventana para mostrar el resultado. Hay que 
pincharse ei dedo (como en ia prueba de la diabetes) 
con una lanceta estéril y echar tres gotas de sangre en 
el “embudo” de ia prueba. Ei papel de filtro aspira la 
sangre hacia el interior por capilaridad. EI líquido 
transporta entonces la FABP de la sangre al anticuer¬ 
po detector marcado con oro “que está en espera”. 
Êste enlaza la FABP y empieza a desplazarse junto con 
ella -en ese momento se mueve todo el compiejo 

FABP...At detector con bola de oro roja 

por los poros dei papel. 

En el centro de la tira hay un anticuerpo “captador” 
íijo, marcado de nuevo como una raya en el papel. 

Papel " At taptador 

Este captador “pesca” el compiejo FABP-antícuerpo 
detectonoro dei líquido y lo sujeta firmemente. 
La unión se produce mediante la FABP como sand- 
wich (Fig. 10.19). 

Papel - At taptador FABP - At detector con bola 
de oro roja 



Fig. io.14 Pmeba dei emba¬ 
razo en Forma de autoanãli- 
$is en la clase de bioanalítL 
ta. La prueba de orina sólo 
indica una línea en la venta¬ 
na (la línea de controt);la 
segunda raya* corres pon- 
diente a Ea HCG, no aparece. 
Los estudiantes* divertidos* 
díjeron: “SEI profesor no está 
embarazador 



Fig. iú.15 Etordenador 
Persond* (ordenador 
de tido hormonal) consta 
de un monitor yvariltas 
para la prueba de la orina, 
PersonaP analiza la$ va ríI tas 
de prueba e índica tuáles 
so n los d ía s férti les de u n a 
mujer. 




Fig. 10.16 Arriba: Jan F.C. 
Glatz (Üniversidad de 
Maastricht. Holanda) descu- 
brió el marcador de infarto 
de miocardio má$ rápido 
hasta La fecha, la FABP 
Abajo: La “tarjeta de crédito 
que salva vidas 1 * como prueba 
rá pida (Rennesen s G m bH. 
Berlín-Buth). 
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Fíg, 10.17 La cinta se introdu- 
ce en un envoltorio plano 
de plástico, como ei de una 
tarjeta de crédito, con una 
abertura (embudo) para colo¬ 
car la sangre y una ventana 
para indicarei resultado. 

Se pincha eldedo (como 
en Ea prueba de la diabetes) 
con una lanceta estéril Tres 
gotas de sangre pu ra ínicían 
Ea autoprueba. Si el resuEta- 
do no queda claro, se debe- 
ría repetir aproximadamente 
media hora más tarde. 

La “tarjeta de crédito que 
salva vidas" cabe en cuai- 
quier cartera 0 bolso, en la 
ambulancia y en urgências, 
Hay milbnes de diabéticos 
que tienen un riesgo medio 
de sufrir un infarto dos veces 
mayor que los no diabéticos, 
Éstos deberían Ilevar consi¬ 
go la tarjeta de crédito que 
salva vidas. El médico puede 
entonces decidir más rápida- 
mente e inyectar sin peligro 
enzimas que disuelven 
iostrombos. 


Ffg. 10.1B Principio 
de la etedroforesis en gel. 

Marcador 
dei ta mano 
de DNA DNA 



Ártodõ 


Se forma una raya roja claramente visíble y, de este 
modo, se revela un infarto* 

Si no hay FÀBP en la sangre, esta proteína tampoco 
se une con el detector marcado con oro, En tal caso, 
el detector se dirige solo hacia el captador, el cual, 
sin embargo, no to puede captar porque falta Ia 
FABP para formar el smdwich. A consecuencia de 
esto, tampoco aparece ninguna raya roja. Una línea 
de control indica si el test ha funcionado. La prue- 
ba completa dura de 10 a 15 minutos. Esta prueba 
ya ha ayudado a los médicos a establecer diagnósti¬ 
cos exactos en periodos de tiempo adecuados para 
salvar vidas (Fig. 10.17). 

■ 10.7 Pruebas Point-of-Care (POC) 

Hay nuevas pruebas inmunológicas a la vista, por 
ejemplo para medir ei riesgo de sufrir un infarto 
de miocardio 0 una embolia. Para ello, hasta 
el momento sólo se habían medido sobre todo gra- 
sas en sangre. Actualmente, en algunas farmacias 
ya se puede determinar el perfil de lípidos en cin¬ 
co minutos: antes, el valor dei colesterol total era 
un parâmetro importante. Pero atiora se sabe que 
un colesterol elevado no indica nada sobre el riesgo 
de arteriosclerosls. Para ello hay que medir diversas 
grasas en la sangre. 

Hay que diferenciar entre los triglicéridos, el coles- 
terol “bueno” HDL [high density lipoprotein), 
el colesterol “maio” LDL [low density lipoprotein) 
y las very low density lipoprotein (VLDL). La pro- 
porción definitiva de colesterol total respecto a las 
HDL debería ser inferior a 4,0. Con valores supe¬ 
riores aumenta el riesgo de arteriosclerosls. 

En los laboratorios clfnicos existen máquinas 
de análísis gigantescas que miden cientos de sus- 
tancias ai mismo tiempo. Esto no siempre es ade- 
cuado. Sin embargo, está claro que la tendencía es 
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descentralizar y realizar pruebas rápidas en el lugar, 
lo que se denomina pruebas Point-of-Care (POC). 

^Entonces como se sabe antes de que sea demasiado 
tarde si hay amenaza de infarto de miocardio 0 de 
embolia? Los marcadores de inflamadón (infla 
rnation markers) íacilitan sehales de advertência: la 
proteína C reactiva (CRP) ya se ha reconoddo en 
Estados Unidos como un marcador de riesgo adicio¬ 
nal a las grasas sanguíneas. El mismo presidente esta- 
dounidense Bush se ha hecho Ia prueba de la proteí¬ 
na C reactiva y se le ha encontrado fisicamente sano. 

Muy interesantes son ias futuras pruebas rápidas 
que, en caso de goteo nasal y fiebre, revelan sí se tra¬ 
ta de una infección virai 0 bacteriana, Los marca¬ 
dores son la procalcitonina (PCI) para las bactérias 
y la neopterina para los virus. 

Como se sabe, los antibióticos sólo sirven de ayuda 
en ias ínfecciones bacterianas. La prescrípdón masiva 
de antibióticos -y tamhién el abandono temprano y 
arbitrário de la medicación por parte de los pacientes 
al notar los piimeros sintomas de mejoría- ha causado 
la aparidóti decepas bacterianas resistentes, contra las 
cuales se necesitan armas nuevas 0 dosis más elevadas 
(Cap. 4), jUn círculo vicioso que se debe romper! 

Las pruebas inmunológicas rápidas son muy impor¬ 
tantes para detectar bactérias y virus a fín de poder 
administrar antibióticos de forma más selectíva. Las 
pruebas de DNA son una nueva herramienta. 

■ 10.8 Como se analiza el DNA: 
la electroforesis en gel 
separa los fragmentos de DNA 
segúnsu tamano 

éCómo se puede analizar una secuenda de DNA? 
Para analizar los genes se corta el DNA genómico 
[u otro DNA a analizar, por ejemplo el plásmido bac- 
teriano) con una 0 varias enzimas de restricción 
[Cap. 3] y en un gel de agarosa se separan según 
su tamano ios fragmentos que aparecem 

La agarosa es un polisacárido que se obtiene a par¬ 
tir de ias algas marinas rojas (Cap. 7) y se disuelve 
por ebuUíción en un tampón, aunque al enfriarse 
solidifica en forma de gel de gran porosidad. Si se 
aplica un campo eléctrico a este gel, los ácidos 
mídeicos, debido a los grupos fosfato cargados 
negativamente, se dirigen al polo positivo (ânodo). 
En la electroforesis en gel, ios fragmentos más 
pequenos de DNA atraviesan los poros más rápida¬ 
mente que los grandes (Figs. 10.18 y 10.20). 

Los fragmentos de DNA que se han aplicado al gel 
se separan según su tamano. Al mismo tiempo y en 
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las mtsrnas condiciones, se aplica un DNA están- 
dar. Éste consta de fragmentos de DNA de ta mano 
conocído y de una “escalera" ( laddei) que contie- 
ne T por ejemplo, fragmentos de 1000 a 5000 pares 
de bases (Fig. 10.18) y permite calcular de forma 
aproximada los tamanos de los fragmentos. 

El colorante que une DNA, ei bromuro de etidio, 
sirve para revelar el DNA. El bromuro de etidio se 
aloja entre las bases de los ácidos nudeicos (inter¬ 
calado) y es fluorescente a la luz UV. Esta colora- 
ción se produce después dei recorrido electroforé- 
tico, o bien el bromuro de etidio se aplica al prin¬ 
cipio con el gel de agarosa (Fig. 10.21). Asimísmo, 
se puede utilizar DNA marcado con radíactivídad 
y revelarlo mediante una película radíogrãfica 
(autorradiograffa). 

Si se rompe una molécula de DNA con una o varias 
enzimas de restricción, se puede elaborar un mapa 
de restricción, es decir, se determinan la localiza- 
ción Y las distancias de los lugares de rotura de res- 
tricción dentro de la molécula de DNA. 


La electroforesis en gel fue un método importante 
para las huellas dactílares genéticas [geneticfinger* 
print\. 

■ 10.9 Vida y muerte: huellas 
dactilares genéticas para aclarar 
la paternidad y el asesinato 

Desde 1892 se utilizan las huellas dactilares para ia 
identificadón de personas (dactíioscopia). Incluso 
los gemelos univitelínos tienen huellas dactilares 
diferentes. 

La caída de la estrella de fiitbol americano, O.J. 
Simpson, dio a conocer por los médios de comu- 
nicación de todo el mundo las huellas dactilares de 
DNA. No obstante, al final no se pudo probar 
la culpabilidad de Simpson porque hubo negligen¬ 
cia por parte de la polícia al recoger pruebas y por¬ 
que sus abogados hideron que la acusacíón incu- 
rriera en contradícdones. La prueba prácticamen- 
te condenatoria se destruyó. En el asesinato políti 


Fig. 10.19 Cârno funciona 
ia prueba de la FABP para 
etlnfaríode miocardio. 



Fig. 10.20 Aparatos para rea 
lizar la electroforesis en gel 
de agarosa. 



Fíg. io.21 Bandas de DNA 
visíbles cort bromuro de etí- 
díoa la tuz UV después 
de una electroforesis en gel 
de agarosa. 
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Cuadro íqa Historia 

de la biotecnología; Perfiles 

de D HA y el caso Colin Pitchfork 

En 1983 violarem a la joven de 15 anos 
Lynda Maim y la encontraron estrangulada 
en el pueblo de Narborough, en Inglaterra. 
Ties anos más tarde encontraron el cuerpo 
de Dawn Ashworth, también de 15 anos, 
en la localidad cercana de Enderby. Encon¬ 
traron a ambas mudiaehas en un sendero 
oscuro. Los periódicos hablaban de 
The Black Pad Killer. 

La polida no encontró ninguna huella, 
y Alec Jeffreys, un especialista en genética 
de la Universidad de Le ices ter, publico 
su método dei polimorfismo de longítud 
de fragmentos de restriction (Restriction 
Pragment Length Polymorphism, RFLF). 

El descnbrimíento le sorprendló en Ia câmara 
oscura a las nueve de ia manana dei lunes 
15 de septiembre de 1984. Jeffreys investigo 
la evoludón dei gen para la proteína trans¬ 
portadora de oxigeno en el músculo, la mio- 
globína, y después de una electroforesis en 
gel fotografió los fragmentos correspondien- 
tes de DMA. Jeffreys miró la fotografia acaba¬ 
da de revelar. Êsta mostraba el DNA en diver¬ 
sas bandas que paretian los códigos de barras 
de los envoltórios. jDios mío -debió de pen¬ 
sar él-, qué tenemos aqui! [Muestras comple¬ 
tamente diferentes, pero tan singulares que 
cada persona puede ídentifícarse a través de 
ellas! Solo unas pocas horas después, Jeflreys 
y sus colegas denomlnaron a aquel descubrh 
miento casual “huella dacíilar genética". 

Se aísló DNA a partir de restos de esperma 
para reconstruir el perfil dei DNA dei 


asesino. Se pidió a 5000 bombres de 
16 a 34 anos, sin coartada, que facüitaran 
una mnestra de sangre. Naturalmente, 
la policia habfa supuesto que el asesino no 
se íba a dejar investigar voluntariamente 
de esta forma, Eso también sucedió por 
casualídad. En agosto de 1987, una mujer 
de una panaderia relató a la policia que uno 
de sus colegas dei pub ie había explicado 
que habfa dado su sangre en lugar de ia de 
otro hombre para ayudarle. Guando se inte- 
rrogó a Ian Kelly, no lo negó. Su companero 
de 27 anos, Colin Pitchfork, le había hecho 
creer que ya había dado su sangre por otro 
que estaba en apuros. 



Alec J Jeffreys con la primera huella dacttlar 
de DNA de la historia. 


El motivo verdadero: \Pitchfork era el asesino! 
En enero de 1988, Pitchfork se declaró culpa- 
ble y fue condenado a cadena perpetua. Fue 
el primer asesino de la historia que fue conde¬ 
nado por su DNA. Previamente, un enfermo 
mental de 19 anos, Rodney Buckley, se había 
declarado culpable de haber matado a Dawn 
Ashworth. Se le puso en libertad dado que 
su DNA no coincidia en absoluto con el DNA 


dei esperma encontrado en el lugar dei cri- 
men. Buckley fue el primer sospechoso de 
la historia de Ia humanidad al que se declaró 
inocente gradas a un análisis de DNA. 

En 1987, en Estados Unidos e Inglaterra 
se admiüeron por prímeta vez ofitialmente 
los análisis de DNA como prueba. El banco 
de datos nacional britânico contiene aproxi¬ 
madamente 700 000 perfiles de DNA y hasta 
ahora se ha utilizado en 75 000 casos, unas 
500 veces por semana. En 10 000 casos 
de violacíón entre 1989 y 1996 se logró des¬ 
cartar el 25% de los presuntos sospechosos 
mediante un análisis de DNA. 

Se puso de manífiesto que los testigos ocula¬ 
res también se suelen equivocar, segun dicen 
asimismo las autoridades de justicia de Esta¬ 
dos Unidos: El ínnocence Project [Proyecto 
de inocência} dei fiscal de Nueva York Barry 
Scheck se refiere al DNA como u la balanza 
de oro de ia inocência”, y desde 1992, me* 
diante análisis de DNA, se ha logrado excarce- 
lar a mãs de 70 inocentes, entre ellos también 
condenados a muerte. Scheck dice que de 
cada siete personas que se ejecutan en Estados 
Unidos, como mínimo una (1) es inocente. 

La Reina otorgó a Alec J. Jeffreys un título 
nobiliário por sus servidos a la humanidad. 



La huella dactílar genética dei asesino coincide 
con la de Pitchfork, 



Fig. w, 22 Las li uei las dacti la¬ 
res de DNA muestran también 
el grado de "fídelldad" de los 
pãjaros; aqui los inseparabies 
Agapornis (arriba), La cuestiân 
dequién es d papá de este 
bebé (abafo) no tiene impor¬ 
tância en ia jaula dei autor 


co de la ministra sueca de Asuntos Exteriores, 
Arnia Lindt, la policia, al contrario que en el asesí- 
nato no aclarado de Olof Palme, descubrió el arma 
dei crimen: un cuchillo. En éste no se encontraron 
huellas dactilares, pero sf partículas de pieL Igual 
de rápida y eficaz fue la investigación dei DNA 
en el asesinato dei rey de la moda de Muních, 
Moshammer. Se inculpó a los autores mediante 
un análisis de DNA. 

El DNA de dos personas sólo se diferencia en un 
0,1%. Por tanto, en caso de personas sin parentes 
co, aproximadamente cada mil bases hay una letra 
cambiada. Sin embargo, esta diferencia es suficien¬ 
te para fabricar una "huella dactilar genética 11 que 
sea inconfundíble. Es interesante el hecho de que 
la diferencia genética entre personas de distintos 


continentes sea menor que lo que se habfa supues¬ 
to hasta ahora: un indivíduo africano puede ser 
genéticamente más similar a un indivíduo europeo 
o asiático que a otro africano. 

El primero que descríbió la huella dactilar dei DNA 
fue, en los anos 1970, Alec J, Jeffreys en Inglate¬ 
rra, en la Universidad de Leicester [detalles en 
ei Cuadro 10.1}. La prueba se basa en que los frag¬ 
mentos de DNA de diferentes personas cortados 
con la ayuda de enzimas de restriedón se diferen- 
cian en la cantidad y el tamano. A esta técnica se la 
denomina análisis dei polimorfismo de longitud 
de los fragmentos de restriedón {Restriction 
Fragment Length Polymorphism), abreviado RFLP 
(ver Cuadro). Los íngenieros genéticos lo pronun- 
cian “riílip". 
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En realidad, el concepto de RFLP es sólo una forma 
de detectar las variantes de DNA: la aplicadón de 
enzimas muy específicas que cortan el DNA, las 
endonudeasas de restricción (Cap. 3). Guando dos 
variantes de DNA se diferendan en la secuencia de 
reconocimiento para una enzima de restricción, 
ésta corta una de las variantes, mientras que Ia otra 
tal vez no. Por consiguiente, los fragmentos corta¬ 
dos de las variantes tienen diferentes longitudes 
(detalles en el Cuadro 10.2). 

La mayor parte dei DNA de los organismos supe¬ 
riores (97%) no contiene información sobre la for- 
mación de las proteínas. Los genes son oásis en este 
desierto. Sin embargo, este “DNA no codifican- 
te” (intrones) suele ser portador de mutadones más 
a menudo que el codificante, ya que en la mayoría 
de los casos estas mutadones permanecen en la 
célula sin efectos que pongan en pellgro la vida. ;Es 
lógico! Las mutaciones se transmiten de generación 
en generación sin que el aspecto externo dei orga¬ 
nismo (el fenotipo) se modifique. Los RFLP no 
codificantes se diferendan entre indivíduos más 
que las secuendas de DNA codificantes. Esto es 
ideal para el diagnóstico. 

r lo.io Marcadores de DNA: breves 
repeticiones en tándem y SN P 

Sin embargo, el RFLP no basta para realizar análisis 
amplios, entre otras cosas porque cada lugar de cor¬ 
te sôío tiene dos posibles estados. 

El DNA de microsatélites desempena un papel 
importante. Representa el 5% de los polimorfismos 
secuendales. Éstos son fragmentos de DNA cortos 
que se repiten en forma de tándem ( Short Tandem 
Repeats t STR), tales como CACACACACA. Las 
unidades de repeticíón tienen una longitud de dos 
a diez nudeótidos y se repiten de cinco a veínte 
veces. La cantidad de repeticiones por satélite es 
diferente en cada caso. El genoma humano com 
tiene un mínimo de Ó50 00G STR. El DNA de 
microsatélites aparece raras veces en los genes y, 
cuando aparece, tiene como consecuencia, por 
ejemplo, Ia enfermedad hereditária corea de Hun- 
tington, el "baile de San Vko M . Su número permi¬ 
te un mapeo dei genoma humano con una reso- 
lucíón aceptable. 

Los RFLP y los marcadores de satélites tienen en 
común que se pueden mapear bien fisicamen¬ 
te, es decir, se pueden fijar en un mapa genómico 
y, de este modo, determinarse en un cromosoma. 
En el mapeo hay que cubrir el cromosoma (o el 
genoma entero) por completo con tantos marca¬ 


dores como sea posible para poder determinar con 
más fadlidad, por ejemplo, la ubicación de los 
genes de una enfermedad. Después se calcula 
la frecuencia con que se heredan los marcadores 
investigados (RFLP, STR) junto con Ia enfermedad 
en ciertas familias. 

Sin embargo, los más importantes son Los SNP 
[Single Nucleotíde Polymorphism) , que se pronun¬ 
cia “sníps” (“recortes"). 

Polimorfismo significa que las diferentes copias 
de un gen de una población no son exactamente 
idênticas. Se produce polimorfismo de un nucieóti- 
do individual cuando la diferencia entre los genes 
comparados ya tiene el tamaho de una base. 

En estúdios a gran escala de seres humanos o de 
otros tipos de poblaciones, los SNP son los marca- 
dores elegidos porque se pueden medir fácUmente 
con “chips” genéticos (ver más abajo). 
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Los SNP representan el 95% de las variaciones 
secuendales polimórficas, Ya se conocen 1,5 mülo- 
nes de SNP. La única desventaja es que cada SNP 
sólo puede ser uno de los dos pares de bases À-T 
0 G’C. Por consiguiente, diferenciar a dos personas 
puede ser dlfídL 

Hay que encontrar bloques de SNP como un 
código genético lineal. Estas combinaciones de 
SNP se denominan también haplotipos. En la 
actualidad, el mapeo de un haplotipo forma par¬ 
te de cada programa de mapeo dei gen. En los 
anos 1990 se completó el flngerprinting RFLP 
con los SNP. 

En criminalística, el DNA desempena un papel 
cada vez más importante. Actualmente, una huella 
dactilar de DNA puede obtenerse con 20-50 nano- 
gramos de DNA. Se comparan con flngerprinting, 
por ejemplo, una muestra de DNA de ta víctima 
de una violación, de los restos de esperma y dei 
DNA dei sospechoso. En Alemania, en las llamadas 
investígaciones reticulares de DNA, también $e 
extrajeron y se examinaron frotis de la mucosa 
bucal de miles de hombres sospechosos con los 11a- 
mados swato (bastondllos de algodón) [Fig. 10.23 
y Fig, 10.25}, |a menudo con êxito! 

Sin embargo, la apertura de un banco de datos de 
DNA en Alemania es muy polémica por motivos 
legales, pero tiene muchos partidários desde el ase- 
sinato en Munich dei rey de la moda, Moshammer, 

El flngerprinting cada vez es más sensible. Basta 
con unas gotitas de saliva en el auricular dei móvll 
0 una única raiz de un pelo. El método de la raiz 
capilar lo desarrolló la policia judicial federal ale- 
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Fíg. 10.23 Pruebâ de DNA 
para criminalística; el DNA 
femenlno separado dei 
DNA dei esperma. 



Fig. 10.24 El gatlto Fortuna 
proporciona una muestra de 
DNA con un bastoncíllo bucal. 
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Fíg. 10.25 DNA polimerasa 
en acción durante la PCR 
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mana. Gractas a los análisis de DNA, 
ei movimiento de “Las Abuelas” argentinas pudo 
devolver a sus famílias oríginales, como mínimo, 
algunos de los 2000 ninos secuestrados durante 
la dictadura militar. En este caso se analizó el DNA 
mitocondríal de los ninos y de ias abuelas. EI DNA 
mitocondrial ío transmiten exclusivamente las 
madres. También llamó mucho la atención el análi- 
sis dei DNA de la família real Romanov y el desen- 
mascaramiento de Anne Anderson, la última de ias 
supuestas “hijas dei zar”. 


Otras apllcaciones son, por ejemplo, el análisis 
de fibras; que un jersey de cachemira proceda 
realmente de una cabra de Cachemira y no de una 
oveja normal. Las huellas daetilares de DNA taim 
blén pueden extenderse al DNA artificial, por 
ejemplo para hacer marcas especiales ( tags] y evi¬ 
tar falsíficaciones. Un DNA de 20 bases ofrece 
diez tríllones de posibles variantes para codificar. 
De este modo se podrían marcar pinturas y coches 
de Jujo. 

Sin embargo, si sólo se dispone de pequenas canti- 
dades de DNA, prlmero habrá que multiplicar este 
DNA. Las palabras mágicas soo “reacción en cade- 
na de la polimerasa” (PCR). 

■ ío.ii La reacción en cadena de 
la polimerasa: el copiador de DNA 

Ei copiador de DNA por excelencia se denomina 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR, 

por Polymerase Chain Reaction). En realidad, 
en eila sucede lo mismo que cuando se divide una 
célula madre en dos células hijas. Puesto que cada 
célula hija necesita exactamente la misma infor- 
mación hereditária, la informacíón de la célula 
madre debe copiarse en su totalídad. Para ello, 
ambas hebras de la doble hélice se separam 
Las dos moléculas de DNA con una hebra sirven 
de matriz para dos hebras nueva.s. Con la ayuda 
de una enzima, la DNA polimerasa (Fig* 10.25], 
ambas hebras complementarias se slntetizan en la 
célula. La polimerasa forma el nucleótido correc¬ 
to que se adapta a la matriz respectiva. Los dos 
DNA de Ias células hijas son idênticos al DNA 
de la célula madre. 

Miles de bioquímicos y biotecnólogos intentaron 
durante anos imitar esto en un tubo de ensayo, pero 
fue Kary Mullis quíen tuvo la idea decisiva: la PCR 
(Cuadro 10.3). 
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En resumen, el principio genial de la PCR es el 
siguiente: 

• Calentamiento y, de este modo, separación 
[desnaturalización] dei DNA. 

• Enfriamiento y adición dei iniciador. 

• Calentamiento y síntesls dei nuevo DNA median¬ 
te la polimerasa. 

• Calentamiento y separación (desnaturalización) 
dei nuevo DNA, 

• El mísmo procedímlento desde el principio. 

Un ciclo transcurre automáticamente en pocos 
minutos, 

En un principio, la DNA polimerasa se anadía 
de nuevo en cada ciclo, puesto que la enzima de las 
bactérias Coli perdia su activídad en Ia etapa de des¬ 
naturalización a 94 °C. Más tarde $e descubrieron 
bactérias en fuentes en ebullición, por ejemplo 
en los géiseres dei Parque Nacional Yellowstone 
[Fig, 10,36). jÉstas también necesitan una polime¬ 
rasa para poder proliferar allí! 

La enzima aislada de Thermus aquaticus (la Taq po¬ 
limerasa) se modifícó mediante ingenlería genética 
y se fabricó en grandes cantidades. La Taq polimera¬ 
sa trabaja de forma óptima a 72 °C y soporta una tem¬ 
peratura de 94 °C sin sufrir danos. Puede permane¬ 
cer en ei tubo de ensayo en todos los ciclos, lo cual es 
decisivo para el êxito dei método, El Cuadro 10.4 y 
la Fig. 10.25 descríben los detalles de la PCR, 

■ io.i2 iSe despertará a los saurios 
y al mamut a una nueva vida? 

Los aoálisis de animales extinguidos con la ayuda 
de la PCR constítuyen un tema apasionante. Siem- 
pre que haya huellas de DNA, se pueden ampliar. 

Un mamut que se encontró en el hielo siberiano 
después de 20 000 anos demostró, con el anállsís de 
DNA, el parentesco esperado con el elefante aetuaL 
El equipo ruso-francés-americano que corta bloques 
enormes de hielo de los suelos helados en la Era Pér- 
míca, que contienen ejemplares de mamut lanudo 
(Fig, 10.31), espera encontrar DNA intacto de 
mamut y luego poderio transferir a óvulos de ele¬ 
fante para su clonación (Cap. 8), 

De este modo se podría volver a crear una de las pri- 
meras especies de animales extinguidas por nosotros. 
Un gesto de agradecimiento: al fm y al cabo, en gran 
medida hay que agradecer ai mamut la superviven- 
cia dei ser humano en la edad dei hielo, Era casi 
el único proveedor de carne en el desierto helado. 

Es cierto que los insectos atrapados en âmbar 
(Fig, 10,32) podrían haber chupado la sangre de los 
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Cuadro 10.2 RFLP y prueba 
de paternidad 

iCómo es posíble que el DNA dei intrón 
homólogo (es decir, el DNA en los mismos 
fragmentos idênticos de los tromosomas] 
de diferentes personas dé como resultado 
fragmentos de diferente longitud si está cor¬ 
tado por Ias mismas enzimas de restricción? 
Las endonucleasas de restricción siempre 
cortan el DNA en los mismos pontos, por 
ejemplo después de la guanina (G) en la 
secuencia ...GAATTC... (Gap, 3]* Guando 
fa persona, liame rnosle “Renneberg", tiene 
un fragmento de DNA con un intrón, el cual 
posee la siguiente secuencia: 

... TTTT GAATT CTTTT GAATT C... 

se pueden identificar fácilmente dos puntos 
donde la enzima puede cortar; 

... TTTTG/AATTCTTTT G/AATTC.,. 

De este modo, se crean tres fragmentos: 
...TTTTG y AATTCTTTTG y AATTC... 

Por el contrario, para la persona “Darja 
SüBbier" se ha producido una mutación sim- 
ple (lo que se denomina SNP t ver más abafo) 
y una G se sustituye por una A: 

.. .TTTT GAATT CTTTTAAATT C.. . 

Aqui Ia enzima puede cortar sólo una vez: 
...TTTTG/AATTCTTTTAAATTC... 

Por tanto, ah ora aparecen sólo dos fragmen¬ 
tos de DNA; 

...TTTTG y AATT CTTTTAAATT C.. . 

De modo que existe una muestra diferente; 
la muestra de DNA “Süftbier” con tiene sólo 
dos fragmentos, de los cuales el segundo 
pedazo de DNA t el más largo, se mueve con 
más dificultad, es dedr, más despacío a tra¬ 
vés de los poros, en la separadón electroforé- 
tica en gel. Por el contrario, los tres más 
pequenos de “Renneberg* se mueven con 
más soltura por el gel. 

Estas diferencias de DNA entre individuos 
se hacen visibles mediante el blotting [ blotting 
significa “producdón de manchas”) pipetean- 
do una solución con íos fragmentos cortados 
de DNA en un pozo o bolsa (ívefí) de un gel 
y creando un campo eléctrico felectroforesís 
en gel). Los fragmentos de DNA, con carga 
eléctrica negativa, se desplazan a través de los 
poros dei gel hada el ânodo (polo positivo) y se 
“tamizan" y separan en fundón de su tamano. 

Si seguidamente se coloca en un aparato 
de blotting m papel de nitrocelulosa sobre 


el gel con los fragmentos de DNA distribuí¬ 
dos en función de su tamano, estos se aspira- 
rán desde el gel al pape! (naturalmente, dis¬ 
tribuídos de la mísma forma). Alli se unen 
entonces fuertemente. Se anade un marca¬ 
dor radiactívo que finalmente revela los 
pedacitos de DNA al superponerie una placa 
radíogrãfica. El resultado equivale al de 
una escalera con peldaíios de más grosor que 
lo habitual, los cuales ade más están distribuí¬ 
dos de forma no uniforme. Recuerda a los 
códigos de barras de los envoltorios, que 
se leen con la rapidez de un rayo en la caja 
dei supermercado. Los peldaíios de la escale¬ 
ra tambíén se denominan “bandas de DNA\ 



Los historiadores estadounidenses están de cde- 
bración: las pmebas de DMA permiten, incluso 
aI cabo de cien anos, obtener nueva información 
sobre la vida dei presidente Thomas Jefferson. 
Izquíerda: caricatura de 1802 dejefferson ySally 
Hemings 

Con el blotting, “Siiftbier” y “Renneberg" 
presentan, por consigoiente, una muestra 
de bandas diferente. La banda TTTTG existe 
en ambos, pero las dos bandas mis peque¬ 
nas de “Renneberg" le fakan a “Süíibier", 
quien en lugar de estas contiene como pro- 
pio un “peldano" mayor. De este modo 
se aclararia una mínima diferencia genética 
entre la ilustradora y el autor de este libro, 

A una le gusta dibujar y no le entusiasma 
escribír, mi entras que al otro le gusta escri- 
bii pero sólo dibuja fórmulas y cómics para 
sus alumnos chinos. 

Mora seria científicamente (y humanamen¬ 
te) interesante realizar otra comparacíón 
RFLP de las bandas dei DNA de la berlinesa 
Él SüMer” y el centroalemán “Renneberg” 
con los alemanes dei norte “Braunbeck” 
y “Techentm", quíenes han revisado 
y asesorado este libro con entusiasmo. 

Sin embargo, tampoco es tan sim ple, 
ya que en este caso estaríamos tratando 
con secuencias no codificadoras. 

En Ia prueba de paternidad se colocan 
ias huellas dactilares de DNA de Ia madre, 
dei nino y dei posible padre, unas junto 
a otras, y se comparam Se identífican las 
bandas de la madre y dei hijo que están 


a la misma altura. Seguídamente se compa- 
ran las bandas restantes dei nino con las dei 
posible padre. Las bandas que no coínclden 
con las de ia madre deberán coincidir enton¬ 
ces con las dei padre biológico. Si las bandas 
no coínclden, es muy probable que ése no 
sea ei padre. 

Apenas suele haber limites para la aplica- 
clón de Ias huellas dactilares genéticas. 

En Fr anela se exhumó el cadáver dei actor 
y cantante Yves Montand para aclarar una 
batalla de paternidad (jél no era el papá!). 
Un ejemplo aón más extravagante que ocu- 
rrió en América: en 1802, un periódico 
acuso al presidente Thomas Jefferson, 
el padre de la Declaracíón de Independên¬ 
cia Americana, de haber mantenido una 
reladón clandestina con su esclava mulata 
Sally Hemings. Por tanto, jefferson podia 
ser el padre de uno de los siete hljos 
de Sally Hemings. En 1997 se recogieron 
19 muestras de DNA de los descendíentes 
dejefferson, entre ellas muestras de 
sangre de descendi emes masculinos 
dei tio de Jefferson por parte de padre, 

Fiel d Jefferson. Gon un marcador poiimór- 
fico, en cada muestra se investigo el cro- 
mosoma Y (que sólo transmite genes a tra¬ 
vés de la línea masculina). El análísis in.di- 
có que, por lo visto, Jefferson era el padre 
dei hijo menor, Eston Hemings. 

Esto sólo fue un preludio dei “culebrón 
Lewinsky” de agosto de 1998. Ambas prue- 
bas de DNA de la muestra de sangre de 
Bill Clinton y de ia mancha de esperma 
dei vestido de Monica demostram 
ser idênticas con una probabilidad de 1 a 
7 820 000 000 000 [siete bíllones), según 
comunicó ofirialmente el FBI. Seguíd amen¬ 
te, el proceso de destitudón en ei Senado 
obtuvo la mayoria, Algunos graciosos solici- 
taron que se destituyera de su cargo al santo 
presidente Jefferson a título póstumo. 



Ejemplo de anállsís de paternidad. 
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Resultado de la medidón: ATGTCAGTCCAG 

Conversión en bases complementarias: TÀCAGTCAGGTC 

Resultado: (anadiendo la parte de inidador) 3 'CGTATACACTCAGGTC 5 r 



Fíg. 10.26 Frederíck Sanger 
(como Maríe Curie, Linus 
Pauling yjohn Bardeen, que 
fueron los únicos aparte 
de él) obtuvo dos prêmios 
Nobel: en 1958. sólotres 
afios después de descodifi¬ 
car la estructura de la insulF 
na, y posteriormente por 
la secuenciaciõn dei DNA. 
Según Sanger, la idea de 
la rotura de ia cadena fue 
la mejor de su vida; ésta 
no solo era orígínalsino 
que finalmente tuvo êxito. 


Fig. 10.27 El método 
de rotura de la cadena para 
La secuenciadón dei DNA 
según Frederick Sanger. 



GCATATG* 

GCAT ATGTCAG* 
GCATATGTCAGTCCAG* 


A: Estructura de los compo¬ 
nentes de DNA “normales” 
(izquierda) y de los análogos 
(derecha). 

B: Muy probablemente, en 
cada hebra de DNA sintetiza¬ 
da se íntroducirá de nuevo 
un análogo (aquí C*) al DNA. 
De esta forma se generan 
fragmentos de diferentes lon- 
gitudes que síempre tienen 
un análogo en el extremo, 

C: Para cada uno de los cua- 
tro análogos el DNA se sinte¬ 
tiza en paralelo, pero por 
separado, y posteriormente 
se se pa ra p 0 r e !e d rofores i s 
según su tamano. Se lee la 
secuenda complementaria 
desde abajo y se traduce 
en la secuenda buscada. 
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Fig. 10.28 AnSUsiS de DMA 
por electroforesis en get 
y Southern Blotting, 



Fig. 10.29 Sir Edwin Southern 
(Universídad de Oxford) 
desarrolló elSoufbem Blot 
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Fig, 10,30 Secuendaciõn 
automática de DMA con ele¬ 
vado rendimíen to (high 
throughput sequencing). 
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dínosauríos y, a consecuencia de ello, contener 
DNA de saurios, como en el libro y la película Juras- 
sic ParL No obstante, lamentablemente es proba- 
ble que la información de DNA utilizable, escasa 
y en gran parte destruída, nunca sea suficiente para 
podemos devolver el Tyrannosaurus rex, Símple- 
mente los fragmentos de DNA no bastan para ello. 
Las momías prehistóricas tambíén proporcíonan 
DNA utilizable para compararlo con el nuestro, 
Hs interesante que ahora, además dei Momo 
sapiens, también se está construyendo el banco 
de DNA para el Momo neandertalensis, 

■ 10.13 Como se secuencian 
los genes 

Conocer la secuencia de nucleútidos de un gen, 
es decir, la sucesión de A, G, T y C, puede ser 
importante: 

• Para deducir la secuencia de amínoácidos de una 
proteína codificada en el gen, 

• Para determinar la secuencia exacta dei gen. 

• Para identificar elementos reguladores (como 
genes promotores). 

• Para identificar diferencias en genes. 

• Para identificar mutadones genéticas (por ejem- 
pio polimorfismos), 

Hoy se dispone de diferentes métodos para secuen- 
ciar el DNA. El más utilizado lo desarrolló Frederick 
Sanger en 1977 (Fig. 10.27) y se describe como 
método de rotura de cadena. Con este método 
(Fig. 10.26) se híbrida un iniciador de DNA marca¬ 
do radiactivamente con DNA template desnaturali¬ 
zado (matriz de DNA) en un tubito que contiene los 
cuatro desoxirribonucleótidos (dNTP) y DNA po- 
llmerasa, La polimerasa copia las hebras a partir 
dei extremo 3’ dei iniciador. Se entremezda un 
nudeótido modificado (didesoxirribonucleótido, 


ddNTP) El ddNTP sólo tiene un átomo de hidróge- 
no (-H) unido al carbono 3’ dei azúcar en lugar de un 
grupo hidróxido (OH). Guando se Integra un ddNTP 
en un DNA, esto produce una rotura [ terminatíon) 
de Ia prolongación de la cadena, ya que en el 3 5 -H 
no puede formar un enlace fosfodiéster con un nue- 
vo nudeótido. 

Se utilizan cuatro tubitos diferentes, cada uno con 
DNA, iniciador y los cuatro dNTP, pero cada uno 
contiene tambíén una pequena cantidad de uno 
solo de los cuatro ddNTP, La polimerasa también 
incorpora ddNTP al azar y aparecen una serie de 
fragmentos de diferente longitud que se han termi¬ 
nado por los ddNTP. 

Un geí de poliacrilamida separa por electroforesis 
los fragmentos según su tamano, Se revelan me¬ 
diante marcaje radiactivoycon ia írradiación de una 
película radiográfica ennegrecida (autorradiogra- 
fía) (Fig. 10.26). 

El método de rotura de cadena de Sanger sólo pue- 
de utilizarse para secuencias de 200 a 400 nucleó- 
tidos en una reacción individual. Por consiguiente, 
por ejemplo para mil pares de bases, se realizarán 
diferentes recorridos electroforéticos y luego se 
encajarán las secuencias que se solapem 

■ 10,14 Southern Blotting 

En 1975, Edwin Southern (Fig, 10,29) desarrolló 
en Oxford una mejora radical de Ia electroforesis 
en gel dei DNA. El método, denominado Southern 
Blotting en su honor, empieza con la rotura dei 
DNA mediante enzimas de restricción y la separa- 
ción de los fragmentos en una electroforesis en gel 
de agarosa, Guando, por ejemplo, se rompe DNA 
cromosómíco, la cantidad de fragmentos es tan 
grande que sencillamente no se pueden dísolver en 
el gel y “reconocer” las bandas (en inglês smeat 
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Hlbridaclón com sonda 
de ácido nudeíco 
específica 


EliminacEõn de las 
moléculas libres 
de la sonda 







Filtro 


Sonda híbrldada 
con una secuencia 
complementaria 

Autorradiografía 




Fig. 10.31 Una reconstruc- 
dõn satisfactoría de 
un mamuten la oficina 
dei autor en la Universidad 
de Hong Kong (modelo 
dei Museo Britânico). 


Por el contrario, el Southern Blotting permite loca¬ 
lizar fragmentos específicos. 

Para ello, en primer lugar se desnaturaliza la doble 
hebra de DNA con sosa (NaOH) y se forma DMA 
de una hebra para la posterior hlbridaclón 
[Fig. 10*28}. Seguidamente, después de laelectro- 
foresis se coloca el gel sobre un filtro de nitroce- 
lulosa (0 una membrana de náilon), se carga 
y se genera un flujo de tampón (con un panuelo 
de papel) por el gel hasta el filtro 0 la membrana. 
Los fragmentos de DNA de una hebra se transfie- 
ren por capilaridad dei gel al filtro, al cual se unen. 
De este modo se genera una copia dei DNA dei gel, 
que queda bien sujeta al filtro, 

La ventaja definitiva de la técnica de blotting es que 
los reactívos (por ejemplo las sondas de DNA) üe- 
nen que difundirse hacia dentro dei gel con diflcul- 
tad y, mientras tanto, los analitos a detectar se difun¬ 
dem Por el contrario, en los filtros de nitrocelulosa 
se puede acceder libremente a los analitos en la 
bandeja de presentación. 

Seguidamente se retira el filtro. Luego se anade una 
sonda de DNA marcada radiactivamente. Co- 
mienza ia hlbridadón. Después se retiran Ias molé¬ 
culas libres de la sonda mediante lavado. El filtro se 
coloca a contínuación sobre una película radiográfí- 
ca y se ven exactamente los fragmentos con DNA 
hibridado en negro en Ia autorradiografía. 

En honor de Ed Southern, otros análisis ô/afparecidos 
recibieron el nombre de los otros puntos cardinaies: el 
Southern Blotting transfiere DNA a la nitrocelulosa; - 
el Northern Blotting ; por el contrario, transfiere 
RNA; el Western Blotting no transfiere un ácido 
nucleico, sino una proteína de un gel de políacrilami- 
da con SDS a nitrocelulosa (ver al final de este capítu¬ 
lo], y la proteína buscada se revela con antiaierpos 
marcados 0 mediante otras pruebas de proteínas. 


■ 10.15 Secuenciación automática 
de DNA 

Por supuesto, la electroforesis en gel, junto con 
ei Southern Blotting, eran demasiado lentos para 
desdfrar la secuenda en el proyecto de! genoma 
humano (ver más adelante en el libro), por lo que 
se ínstalaron secuenciadores asistidos por ordena- 
dor que podfan establecer secuencias mayores 
de 500 pares de bases en una sola reacción. 

En el proceso de Sanger ya comentado, las molé¬ 
culas sintetizadas con cadenas rotas se marcan 
con radiactividad y luego se lee la secuenda de 
DNA en la autorradiografía. Sin embargo, en los 
últimos anos, la radiactividad se ha ido sustitu- 
yendo cada vez más por el marcaje fluorescen¬ 
te. Este proceso puede utilizar ddNTP, que se 
identifican con una sustancia fluorescente de otro 
color en lugar de marcántíolos radiactivamente, 0 
bien con un iniciador de secuenciación marcado 
en el extremo 5' con una sustancia colorante. En 
caso de que existan ddNTP marcados de diferen¬ 
te forma, se puede producir Ia reacción en un tubo 
de ensayo y la muestra se separará en un gel capi¬ 
lar (una fibra hueca ultrafma de la electroforesis 
capilar), y se escaneará con un rayo láser. El láser 
excita los colorantes fluorescentes que erniten 
diferentes variantes de color [color pmern) para 
cada nudeótido. Un detector de fluorescência 
registra las senales emitidas por las bandas indivi- 
duales y un ordenador convierte las cuatro sena¬ 
les de colores diferentes en la secuenda de DNA 
(Figs. 10.30,10.38 y 10.39). 

Con la electroforesis capilar, en lugar de la electro¬ 
foresis en gel para 1a separación, en sólo cuatro 
horas se pueden analizar unos 40 000 nucleótidos 
con 96 capilares. Se están desarrollando aparatos 
con 384 capilares. Si se piensa que en el proyecto 



Fig. 10.32 Verdaderamente, 
los insectos encerrados 
en âmbar podrían haber 
chupado la sangre de los 
dinosauriosy, por ello, con- 
tener DNA de dmosaurio. 
Sm embargo, el insecto 
que aquí se muestra, 
de www,a mberworld.com, 
es un mosquito dei hongo 
dei orden Diptera, família 
Mycetophilidae. El âmbar 
dei Báltico tiene una edad 
aproximada de aSa 
54 míllonesdeanos. 

En el âmbar dei Cretáceo 
de Nueva Jersey, el Líbano 
0 eírmanía, podría haber 
mosq u Etos \ h u pó pte m s” 
de sangre; sin embargo, 
estos casos son muy poco 
frecu entes. Por ese motivo, 
en Parque Jurâsica tambtén 
se utilizo un âmbar dei 
Báltico. 



Fíg, 10,33 Hace cinco millo- 
nes de anostuvimos antepa- 
sados com unes; en la actua- 
lidad, la diferencia dei DNA 
entre el bombre y tos príma- 
tes es dei 1 al 2%, 
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Biotecnología 


Cu adro 10.3 Historia 

de la biotecnología: De noche 

en ta autopista de Califórnia 

Kary Mulüs se encontró en 1985 T durante 
un viaje a casa en m fm de semana desde 
el laboratório de la empresa biotecnológica 
Cetus, en una autopista caiifomíana bahada 
por la luz de la luna. 



Las luces de 
una autopista 
dieron ía idea 
a Mullis. 


Durante tres largas horas reftexionó sobre 
una idea; zcómo puede copiarse un solo 
pedacíto especial de DNA mlllones y mil es 
de millones de veces? |Sería como poder 
encontrar ia aguja molecular en el pajar! 

Una posibllidad consistiría en integrar el 
DNA en un plásmido anular y luego introdu- 
cir el plásmido en bactérias, hacer que éstas 
se reprodujeran millones de veces, volver 
a extraer el plásmido y cortar el DNA clona- 
do de esta forma, jMuy laborioso! 


MuUis vio cómo las luces de los automóvües 
a ambos lados de la autopista se dirigia n 


unas fiada otras, se deslizaban unas junto 
a otras, los coches gtraban constantemente 
para salir de la autopista. Gon esta sinfonia 
de carriles de luces y luces que se superpo- 
man, tuvo la idea decisiva por la cual ocho 
ahos más tarde recibió el Prémio Nobel. 
Detuvo su coche y empezó a díbujar iíneas: 
cómo se duplica el DNA en el tubo de ensa- 
yo [in vim) a la vez que el producto de cada 
ciclo suminlstra las matríces para el siguíente 
ciclo. íSólo bastarían 20 rondas para produ- 
cir un millón de moléculas de DNA idênticas 
a partir de una única molécula de dos hebras 
de DNA! Mullis despertó a su acompahante 
femenina que dormia: «[No te lo podrás 
creer! [Es tan increíble!» Ella grunó algo 
poco amistoso y volvió a dormir se, un estado 
que Mullis no pudo alcanzar aquella noche, 
ya que flen mi cabeza explotaban bombas 
desoximbonucleares». 

Guando MuUis volvió ei lurtes a Cetus probo 
febrilmente la idea, iy fundonó! Sín embargo, 
sólo unos pocos colegas se quedaron Impre- 
sionados. Era tan sencillo que seguro que 
alguien lo habrfa probado con anteríoridad. 
Guando, poco después, el prémio Nobel 
Joshua Lederberg [Gap. 3) estudió cuidado¬ 
samente el póster de Mullis en un congresc, 
preguntó más bíen de forma casual: 
tí^Funciona?&. Guando Mullis díjo que sí, 


él obtuvo ílnaimente la reaedón que tanto 
había esperado: el icono dela genética mole¬ 
cular, joshua Lederberg, se mesó los (escasosj 
cabellos y gritó en voz alta: «j Oh, D los mio! 
íPor qué no se me habrá ocurndo a MÍ?». 

lY a quién tenemos que agradecer el descu- 
brimiento de la reacción en cadena de la poii- 
merasa [PCR]? jAl Sputnik 1 ruso! En su 
autobiografia, el prémio Nobel Mullis escribe 
que él y sus companeros de clase ensayaban 
colocarse debajo de la mesa rapidamente, por 
si los rusos malvados tiraban una bomba ató¬ 
mica en Columbia, en la adormilada Carolina 
dei Sun El “shock dei Sputnik” de 1957 pro¬ 
voco entonces que el gobierno estadounlden- 
se in vírtiera lo más rápido posibie en ia for- 
mación de sus dudadanos. El treceanero 
Kaiy pidió para Navidad un juego de quími¬ 
ca. Asf empezó la historia de ia PCR. 

«TO KaryMuUis 

HF ■ I BP i ( n 3 c f do e n 19 44). 



Fig. 10.34 Autómatas para 
la secuenciación eri el pro- 
yecto dei genoma humano. 



Fig. 10.35 PISB (arriba) y AíuP 
ti-Color-Búnd:ng (abajo) de un 
cromosoma, por Use Chudoba 
(Metasystems Jena). 


genómíco se han utilizado en parte más de cien apa¬ 
ratos, se pueden secuenciar genomas enteros a cor¬ 
to plazQ, aunque se necesiten múltiples determina- 
ciones de cada secuencia debido a los posibles erro- 
res de lectura. 

10.16 FISH: Localización 
en cromosomas y cantidad 
de copias genéticas 

^Cómo se puede averiguar en qué cromosoma 
está localizado un gen 0 si un gen está disponible 
como copia individual 0 de forma múltiple en el 
genoma? Gon el método FISH (hibridación fluo¬ 
rescente in situ) se puede analizar cuál es el cro¬ 
mosoma portador de un gen determinado. Los 
cromosomas se extienden sobre un portaobjetos 
de microscopio; se marca un DNA complementa- 
no (Complementary DNA, DNÀc) dei gen en 
cuestíón, como sonda de DNA, de forma enzimá- 
tica con nucleótidos fluorescentes, y se incuba 
con los cromosomas. 

La sonda se híbrida con los genes correspondientes 
en los cromosomas. En el microscopio fluorescente 
se ilumínan entonces los genes marcados. Guando 


se clasifican los 23 cromosomas humanos según su 
tarnano yla formadón de bandas de sus cromátidas, 
se puede representar el cariotipo (Fig, 10.35]. 

En la actualidad, la técnica moderna de diagnós¬ 
tico prenatal [Gap. 9) permite realizar un análisls 
directo de células no cultivadas, por ejemplo las 
células dei líquido amniótico. Examinando los 
cromosomas de las células amnióticas es fácil 
detectar, por ejemplo, la existência de una triso- 
mía 21 (síndrome de Down). Sin embargo, dado 
que la modificación de células índividuales no 
proporciona ínformadón alguna sobre los danos 
cromosómicos de una persona, antes de realizar 
una amniocentesis hay que investigar como míni¬ 
mo 50 células para poder obtener un resultado 
fiable. 

Gon la prueba FISH se pueden identificar aberra- 
ciones cromosómicas numéricas de los cromoso¬ 
mas autosomales 13,18 y 21, y de los cromosomas 
sexuales X e Y, en células amnióticas no cultivadas. 
Científicos de la Universídad de Jena y de la empre¬ 
sa Metasystems han desarrollado un procedimiento 
para investigar la estmctura y la composkíón de los 
cromosomas (Fig. 10.35). 
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Cuadro 10.4 La PCR: el copiador 
de D NA por excelenda 

Con la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR, de Polymerase Chain Reaction) se 
multiplica exponencial mente un fragmento 
seleccionado de DNÀ de una forma enorme¬ 
mente eficaz. Éste puede ser cualquier trozo 
de un DNA cualquíera, siempre y cuando se 
conozcan. los dos extremos de ias secuencias, 
es decir, el orden de las bases, El motivo es 
que la DNA polimerasa necesíta puntos de 
apoyo a partir de los cuales poder empezar 
a copiar. La multiplicadón dei DNA en sí se 
lleva a cabo con la polimerasa térmicamente 
estable de Thermus aquaticus (Taq polime¬ 
rasa)''(Rg, 10,36), u otra polimerasa que sea 
térmiçamente estable. Para el desarrollo de 
una PÒR automatizada, la establlídad térmica 
de la enzima fue decisiva. Asf s no es necesa- 
rio que después de cada ciclo se sustituya la 
polimerasa, que de lo contrario quedaria des- 
rniida por ei calor, por otra nueva. 


Cuando se conocen los extremos dei fragmen¬ 
to de DNA que se debe multiplicar, el químico 



Termoddadores. Arriba: Mj Research 
modelo TeOiad; abafo- Roche Light Cycler 


sintetiza fragmentos cortos de DNA de una 
hebra, los llamados iniciadores o secuencias 
iniciadoras que están hechas a medida de for¬ 
ma complementaria a las zonas de inicio cerca 
de ambos extremos dei fragmento de DNA. 

Empieza la PCR: todos los reactivos necesa- 
rios, las matrices de DNA [template], ambos 
iniciadores, la polimerasa y los componentes 
de DNA [los cuatro nudeótidos A, G, C y T, 
también reunidos como dNTP) se disuelven 
en un tanipón óptimo dentro de un tubito de 
ensayo. El termocidador se ocupa enton- 
ces de que se produzca una reacción auto 
matizada: 

• Calentar la doble hélice a 94 °C y de este 
modo se formarán dos DNA de una hebra, 

• Enfriarse de 40 a Ó0°C, y acto seguido 
se unen ambos iniciadores en la zona de 
inicio correspondiente cerca de los extre¬ 
mos de los DNA de una hebra (hibrida- 
dón). De esta manera aparecen puntos de 
unión breves para ias poümerasas, que 
marcan al mismo tiempo las posiciones de 
inicio dei proceso de copla. 

• Desde ambos extremos dei DNA, dos poli- 
merasas trabafan conjuntamente e inte- 
gran los nudeótidos correspondientes y 
copian el fragmento deseado de DNA. 

De este modo se forman dos dobles héli¬ 
ces de DNA híjas idênticas. 

• Ahora se vuelve a calentar a 94 P C y ambas 
moléculas de DNA hijas se dividen en un 
total de cuatro hebras simples de DNA. 

• Enfriar de nuevo, se unen cuatro iniciado¬ 
res a los cuatro extremos que exísten aho¬ 
ra; la polimerasa produce cuatro DNA de 
doble hélice, los cuales son todos idênticos. 

• Se repite el ciclo y se generan exponen¬ 
cialmente 8 ,1 ó, 32,64,128,256 
copias... Y así sucesívamente. 


iEn un ciclo que sólo dura tres minutos, 
se puede generar en una hora (20 rondas) 
un míMón de copias! Para iniciar la PCR, en 
teoria basta con una única molécula de DNA 
a multiplicar. Sin embargo, en la práctica 
se necesítan de tres a dnco moléculas de 
DNA a multiplicar para poder poner en mar¬ 
cha la PCR. 



Representaciân grafica dei principio de la PCR. 


La PCR no sólo es incalculablemente valiosa 
para la investigación, sino también para 
el diagnóstico. Con este método también 
se pueden detectar directamente virus y bac¬ 
térias, es dedr, sin tener que provocar previa- 
menie su proliferadón de forma artificial. 
Para diagnosticar enfermedades hereditárias 
y câncer cada vez se utiliza más la PCR, 

Sin embargo, se produce un problema debído 
a la extrema sensibilidad de la técnica: cuan¬ 
do no se trabaja en condiciones muy aséptn 
cas, el DNA ajeno existente en el laboratorio 
en forma de contaminación puede falsear 
facilmente los resultados, iIncluso hay DNA 
en el aíreí Cuando se produjo la epidemia 
de SARS en Hong Kong, esto bizo que perso- 
nas en realidad sanas recibieran tratamiento 
como si estuviesen enfermas y, trágica mente, 
se infectaran en el hospital, porque hahían 
dado falso positivo en la prueba. 


El método denominado Multí-Color-Banding 
(Fig. 10.35) adquirirá gran importância, especial¬ 
mente en el diagnóstico y la terapia dei câncer, ya 
que cada célula cancerosa presenta, al contrario que 
las células eorporales sanas de su entorno, modifica- 
ciones típicas en su información hereditária, la cual 
se multiplica de forma inconírolada con cada divi- 
sión. En las células tumorales, el orden normal de los 
23 pares de cromosomas humanos está alterado: faL 
tan fragmentos de cromosomas, están invertidos res- 
pecto a su ubicaciôn original o se encuentran como 
apêndices de otros cromosomas. Precisamente estos 
câmbios en el material hereditário son los que reve^ 
lael método Multi ColorBandingsegán el color. Los 


cromosomas marcados de una célula tumoral son 
fluorescentes en todos ios colores, Los defectos cito 
genéticos son claramente visibles, por ejemplo, 
cuando a uno de los dos cromosomas número dnco 
k falta un “rizo” azul a pesar de poseer la contra¬ 
partida normal, o cuando los colores de una secuen- 
cia están cambiados. A menudo se encuentran 
vários defectos de este tipo en una célula tumoral. 
Para el diagnóstico se necesita un programa de cál¬ 
culo muy complejo -y ser hábil en ingeniería gené¬ 
tica, porque para que los fragmentos de cromosomas 
se íluminen de colores se deben hibridar con sondas 
de DNA marcadas con fluorescência. Iras un análí- 
sís Multi-Color-Bãnding citDgenéüCQ de las células 



Ffg, 10.36 Thermus úquath 
cus (abajo) de tas fu entes 
te rmales dei Parque Nacio¬ 
nal Yellowstone. 
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Cu adro 10*5 Historia 

de la biotecnologia: El proyecto 

dei genoma humano 

La idea de mapear todo el material genético 
humano aún se consideraba imposible 
a mediados de los anos I 980, En aquel 
momento sólo se habfa mapeado el genoma 
completo de un virus diminuto- En 1977, 
Fred Sanger ya habfa analizado por comple¬ 
to el genoma dei lago OX 174, con 5375 
bases, pero hasta veinte anos después no 
$e pudo seeuenciar por completo el genoma 
dei primer organismo vivo libre (la bactéria 
Haemophiíus mfiuenzae ). 



El genoma dei bacteriofago <t> X (aqui se mues- 
tra la estructura de la cápsula de la proteína, 
no el DNA) Fue el primero que se secuendó 
en la historia de la humanidad. 

Robert Sinsheimer, rector de ia Universi- 
dad de Califórnia en Santa Cruz, en su bus- 
queda de un nuevo gran proyecto biológico 
reunió en su campus, en 1985, a los investi¬ 
gadores dei genoma más influyentes. 
«iAiriesgado y emocionante, pero no 
viable!» era la consigna. Pero Walier 
Gilbert, que reelbíó posteriormente el 
prémio Nobel por su método alternativo 
de secuencíación dei DNA (compartíó 
el prémio con Sanger) no se rindió. Encontró 
un aliado poderoso en James D. Watson 
(Gap. 3), 

Después dei fin de ia Guerra Fria, e3 Ministé¬ 
rio de Energia norteamericano {Department 
of Energy, DOE) buscó nuevas tareas. El pri¬ 
mer monedero repleto estaba disponible; 
no obstante, muchos investigadores dudaban 
todavia dei sentido y la utilidad dei proyecto. 
Amenazaba “una investigación increíble- 
mente aburrída a escala industrial”. EI pré¬ 
mio Nobel Sydney Brenner propuso en 
broma entregar ía secuencíación dei DNA 
a los presos: [cuanto más grave sea el delito, 
mayor será el cromosoma a procesar! 

Otro temor era que casí no iba a quedar 
dinero para otras ínvestigacíones biológicas. 


lY qué se puede hacer con una secuencia 
de tres mil millones de letras que probabie- 
mente en un 97% no tiene funcíón (directa)? 
«jEra realmente competente el Ministério 
de Energia? El National Instímte of Health 
(NIH), la esplêndida central de la investiga- 
ción bíomédica en Estados Unidos, también 
vaciló. Un comité especial de la American 
Academyof Sciences (AAS), compuesto por 
detractores y partidários, recomendó final¬ 
mente un proceso por etapas: primero 
se tenía que elaborar un mapa general dei 
genoma. Además, se debían abordar en para¬ 
lelo los genomas de diferentes organismos 
simples, el de Escheríchia coíÍ T el de la leva- 
dura Saccharomyces cerevisiae y el dei gusa¬ 
no Caenorhabditis eíegans, al mísmo tiem- 
po que probar técnicas nuevas, 

El Congreso de Estados Unidos autorizó 
ei dinero, pero en aquel momento el NIH 
también queria participar y en 1988 creó 
un puesto directivo para la investigación 
dei genoma, Watson se convirüó en el coman¬ 
dante superior Se puso manos a la obra: 

«Esta oportunidad en mi vida cientifica para 
recorrer el camino de la doble hélice y los tres 
mil millones de peldarios dei genoma humano 
sólo se va a presentar una veza. De este 
modo, el NIH habfa locado estar de nuevo 
en la cumbre de la investigación dei genoma. 
Watson persegui una doble estratégia: jdesa- 
rroílar nuevas técnicas de mapeado y localizar 
rapidamente genes de enfermedadesl 

En 1989 se fundó la Human Genome 
Organisation (HUGO), una organización 
internacional con miembros pertenedentes 
a 30 pafses, la cual coordina todas las activi- 
dades para evitar la competência innecesaria 
y la duplicación de trabajos. Todo parecia 
funcionar en armonfa hasta que apareció 
en escena Craig Venter. Venter, que aún 
estaba trabajando en el NIH, no quiso des- 
perdiciar tiempo con “chatarra" (la parte no 
funcional dei DNA), sino “pescar” y patentar 
de inmediato los genes que podían ser renta- 
bles. Foco antes de la publicación dei artícu¬ 
lo de Venter sobre EST [ExpressedSequence 
Tags ), el departamento de patentes dei NIH 
solicito la patente de los primeros 347 EST. 

La reacdón de los otros científicos fue de 
una cólera increíble, Watson dudaba pública¬ 
mente de la “no obviedad” dei procedímíen- 
to de secuencíación de Venter y lo denominó 
“el trabajo de un robot descerebrado”, 

El programa EST también podrian “realizarlo 
tos monos". Seguida mente, el equipo dei 
laboratorio de Venter apareció con máscaras 


de gorila frente a los fotógrafos. El prémio 
Nobel Paul Berg, el vicepresidente Al Gore, 
todos estaban de acuerdo: el genoma hu¬ 
mano no debía patentarse. 

Watson discutió con la directora dei NIH, 
Bernadine Healy, quien insistia en la solici- 
tud de la patente y en 1992 dejó su trabajo 
en el proyecto dei genoma, La Oficina 
de Patentes rechazó en agosto de 1992, 
en una primera ronda, todas las solicitudes 
de patentes que se habfan recibido hasta 
et momento, En 1994, el nuevo director 
dei NIH, el prémio Nobel Haroid Vartnus, 
retiró definitivamente todas las solicitudes. 

Craig Venter abandonó el NÍH en julio 
de 1992, pero en dirección contraria: una 
sociedad de capital de riesgo le ofreció 
70 millones de dólares (que posteriormente 
se incrementaron a 85 millones) para poner 
en prãctica sus planes, Craig Venter estaba 
encantado: «Éste es el sueno de todos los 
científicos: tener un benefactor que invierta 
en sus ideas, suenos y capacidades K 



Un acontedmlento escenEficado como La llega- 
da a ta Lu na: Craig Venter (izq.), el Presidente 
Bill Clinton y Francis Collins (dcha.) anundan 
La condusión de la secuencíación dei genoma 
humano. Bill Clinton: «Hoy conocemos et idio¬ 
ma en que Dêgs creó La vida». 

La competehcia estimula el negocio: la inves¬ 
tigación estatal contra la industrial en 
el material hereditário humano. Toda ia histo¬ 
ria, tan emocionante como una novela policia- 
ca, se puede leer en el libro de Kevín Davi es 
que apareció en 2003: DieSequenz . Der Wet 
tlaufum das menschliche Genom (La con¬ 
quista dei genoma humano). Aqui sólo hay 
lugar para mencionar los puntos prindpales. 

En 1995 Venter aclaró que éi, junto con la 
Universidad John Hopkins, habfa mapeado 
por vez primera todo el genoma de un ser 
vivo libre: Haemophiíus infiuenzae, una bac¬ 
téria. Sólo en un afio habfan tenido êxito con 
el método de la escopeta {shotgun). EI NIH 
había rechazado este método argumentando 
que no era ftable ni “digno de investigación”. 

En I99Ó, los “investigadores estatal es" con- 
siguieron presentar ei genoma completo de 
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la levadura dei pan [Saccaromyces 
cerevisiae}. En mayo de i 998, Venter con- 
traatacó afirmando que con su nueva empre¬ 
sa Celera Genomícs podia secuenciar el geno¬ 
ma humano completo con la ayuda dei méto¬ 
do tan polémico de la escopeta, ipor só lo 
300 millones de dólares y sólo en tres a fios I 
El sucesor de Watson, Francis Collms, 
un pi onero de la busque d a de genes de enfer- 
medadés, anundó nuevos objetivos: en la pri- 
ma/era de 2001 el esboço dei genoma huma¬ 
no '(90% de la secuenda completa) y en 2003 
la secuenda completa, dos afios antes de 
lo previsto. Venter se vengó sólo un afio más 
tarde con el genoma completo de la mosca 
dei vinagre Dmsophüa. En enero de 2000, 
por lo visto Celera había mapeado el 90% dei 
genoma humano. El proyecto público comu- 
nicó dos meses más tarde que había descííra- 
do dos mil millones de pares de bases, 

La preslón sobre Jos gallos de pelea dei geno¬ 
ma aumentó. El DOE actuó de mediador 
y ambas partes acordaron publicar simultâne¬ 
amente las dos versíones de las secuencias. 
Esto sucedíó el 26 de junío de 2000: Craig 
Venter, Bíll Clinton y Francís Collíns dieron 
una conferencia de prensa. Obvíamente, 
la preslón de Clinton (y de Biair por parte bri¬ 
tânica) había vencido a corto plazo. Pero sóio 
cinco meses después, Venter se negó a hacer 
accesible su versión en una base de datos 
pública, Entonces, en febrero de 2001, 
la revista americana Science publico el mapa 
dei genoma humano de Venter y Nature 
el dei proyecto público. 

Pero no sólo existen diferencias entre la 
finandación y el trabajo de publícacíón, sino 
también en las estratégias fundamentales, Los 
investigadores de] proyecto d et genoma esta¬ 
tal “desmenuzaron" primero el genoma en 
porciones manejabfes y las volvieron a clasifi¬ 
car, Venter cortó primem el genoma mecání- 
camente en pedazos “rentables”, pero 
secuenció los fragmentos de DNA antes de 
volver a unir al final todos los fragmentos. 

El proyecto estatal había analizado el DNA 
de doce donantes anónimos. Adernas, corna 
el rumor de que Celera había secuenciado 
principalmente el DNA de un solo ser huma¬ 
no. Resultó que los “eazadores de escopeta" 
privados tan fabulosos y rentables fio logra¬ 
rem salir adelame sin la ínformacíón adicional 
de los investigadores públicos. El superorde- 
nador de Celera utilizo secuencias parcíales 
de la competência. lEn realidad, ambos ene- 
migos se compiementaban, como ocurre tan 
a menudo en la vida! 


cancerosas se puede determinar un pronôstico mu- 
dio más preciso para 3os pacientes sobre el desarro- 
lio individual de su enfermedad, y así planificar una 
terapia adaptada a los riesgos. 

■ 10.17 La coronación 
de La biotecnologia: el proyecto 
dei genoma humano 

En octubre de 1990 se inicio el proyecto biológico 
mayor de todos los tiempos. En total se invirtieron 
aproximadamente 3000 millones de dólares ameri¬ 
canos en médios de invés tigación. Biotecnólogos 
y biólogos moleculares trabajaron sin descanso para 
mapear los aproximadamente 3400 millones de 
pares de bases existentes que están distribuídas en 
23 pares de cromosomas humanos [Cuadro 10,5], 
En los 23 pares, cada juegõ procede respectivamen¬ 
te de una parte de los progenitores: 22 pares de cro¬ 
mosomas autosomales y dos cromosomas sexuales 
(femenino XX 0 masculino XY). Los 3400 millones de 
pares de bases contienen una cantidad de informa- 
ción increíble, que equivale a 200 guías telefónicas 
de Nueva York que tienen mil páginas cada una. Esto 
corresponde aproximadamente a 750 megabytes de 
información digital, pero ésta podría caber en un solo 
DVD [Digital Versátil Disc). 

El cromosoma más pequeno, que produce la “minús¬ 
cula" diferencia entre el hombre y la mujer, el cro¬ 
mosoma Y, tiene 50 millones de pares de bases, y el 
más grande (cromosoma 1) 250 millones* En com- 
paración con esto, los “organismos modelo” como la 
mosca dei vinagre Drosophita “sólo" necesitan diez 
guias telefónicas, la levadura sólo una y Eschenchia 
coli 300 páginas de la guia telefónica de Manhattan. 

Unas 6000 enfermedades son causadas, respectiva¬ 
mente, por un único gen danado. Guando se dele- 
trea incorrectamente una palabra en el código gené¬ 
tico, la célula no produce Ia proteína correcta 0 sin¬ 
tetiza una cantidad errónea de proteína. 

En otras enfermedades complejas participan diver¬ 
sos genes, a menudo docenas de ellos: infarto de 
miocardio, arteriosclerosis* asma, câncer... A lo que 
hay que anadír la ínteraedón con venenos medioam- 
bíentales (sustancias tóxicas) y la alimentación. 

Enfermedades monogenéticas son, por ejemplo, 
la fenilcetonuria (PKU), ia corea de Huntington (bai¬ 
le de San Vito) y la mucovíscidosis (fibrosis quística). 

Los investigadores parten de la base de que para algu* 
nas enfermedades como el câncer y el asma se pueden 
desarrollar estrategas de tratamíento y prevencíón 
totalmente nuevas conociendo el genoma humano. 



Fig. 10,37 Arriba; Craig 
Venter y Bíü Clinton. 
Abajo; Frands Cotiíns. 



Fíg. 10.38 Gel de secuenda- 
ciân con marcadores 



El DNA como un oviElo de lana 

Supongamos que aumenta¬ 
mos una célula humana 
típica aproximadamente 
300 000 veces hasta ateanzar 
el tamano de una amplia sala 
de estar. En una esquina de la 
habítaeión hay un VW ‘"esca¬ 
ra bajo" que hace las vecesde 
núcleo celular. De este modo, 
la molécula de DNA de un cro- 
mosoma se podría represen¬ 
tar mediante un hl lo de algo- 
dón de vários kilometros de 
tongitud, elcual se encuentra 
eri ml lado, retorcido y hecho 
un ovillo en uno de los 46 ovi- 
lios que se ha lia n en el inte¬ 
rior dei vehículo. 

Segúr Boys Rensberger, Life 
itself ÍNY 1996) 
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Fíg. 10.40 Ei prindpio de ia 
supemova: ise puede sustí- 
tuirla PCR por métodos mãs 
simples?DieterTrauy la 
companía 8 sens.blo-gnostic 
AG Bertín-Buth tuvÊeron lã 
idea en 1997: elempaqueta- 
do mãs denso de los átomos 
se encuentra en los cristales 
(arriba uti diamante). 

Sólo se utilizan cristales 
de Fiuoróforo como marcas 
para las sondas de D NA. 

Un cristal de 100 nm conde¬ 
ne cien millones de molécu¬ 
las dd fiuoróforo. Cuando 
se utiliza este cristal como 
marcador, se convierte en 
insoluble al agua y se le une 
D NA de una hebra; después 
de tas etapas de lavado, en 
teoria habría rien millones 
de moléculas detectadas 
unidas a una molécula de 
D NA. Si se a nade un disol- 
vente orgânico, e! cristal 
se disuelve. Las moléculas 
fluorescentes se Überan 
y la solucÉón brllla entonces 
con la luz fluorescente mãs 
brillante, iCasi como una 
supernova en el universo! 




Para comprender un genoma hay que realizar tres 
análisis: 

• Genómicor recogída de datos de la secuencia de 
DMA. Los datos se obtienen en forma de múlti- 
ples secuencias individuales de 500 a 800 bp, 
las cuales deben unirse posteriormente para for¬ 
mar la secuencia genómlca continua. Para ello 
se necesita una estratégia de ordenación. 

• Posgenómico o genómico funcional: hay que 
localizar genes, secuencias de control y otras 
características interesantes. Seguidamente se 
aclarará la íunción de los genes desconocidos des- 
cubiertos. 

• Bioinformático: utilización de ordenadores 
de elevado rendimiento para la genómica y la pos- 
genómica. Se eiaboran secuencias de DNA rela¬ 
cionadas, se investiga la posible existência 
de genes y se planifica la función genética. Debe 
registrarse una enorme cantidad de datos. 

10.18 Mapas genómicos genéticos 

El genoma de un ser vivo consta de miles de mfllo- 
nes de pares de bases, Puesto que con las técnicas 
de secuenciación descritas, en la mayoría de los 
casos sólo se facilitan secuencias de 750 bp, las pie- 
zas dei genoma deben encajarse, El proyecto públí- 
co dei genoma confiaba en los llamados mapas 
genómicos para encontrar las posiciones de las 
partes de secuencias cortas. Los mapas genómicos 
deben tener muchos marcadores claros y unifor¬ 
mes. Los componentes de los puzzles secuenciados 
deberán Hevar, en la medida de lo posible, una refe¬ 
rencia más 0 menos clara en un marcador, Existen 
dos tipos de mapas genómicos: los genéticos y los 
físicos. 

Por métodos genéticos se pueden identificar ubica- 
ciones de genes (cruces en seres vivos de laborato- 
rio, análisis de árboles genealógicos en seres huma¬ 
nos], En 1994 se alcanzó el objetivo dei proyecto 
dei genoma humano de elaborar un mapa genéti¬ 
co con un marcador por cada millón de pares 
de bases. Dos anos después, el mapa terna un mar¬ 
cador por cada 600 000 bp, es decir, se habfa depu¬ 
rado. Se basaen 5264 microsatélites o STR {Sfrort 
Tandem Repeats), breves sueesiones repetidas 
de las bases CACACA, Este DNA en tándem apare¬ 
ce en todos los cromosomas, Se puede calcular 
su cantidad en un lugar dei gen con la PCR. Se uti¬ 
lizan iniciadores que reaiizan la deshibridadón a 
ambos lados dei STR, como por ejemplo: 

] n ic iador-C AC AC A-i niciad or 
Y 

iniciador CACACACACACACACA-imeíador 


y seguidamente, después de realizar la PCR, se cal¬ 
cula el tamafio de los productos por electroforesis 
en gel de agarosa, El primer producto de la PCR 
es más pequeno que el segundo y, por ello, circula 
más rápido por el gel El genoma humano tiene 
como mínimo 650 000 STR, 

Otros marcadores son los RFPL y los SNP. Ahora, 
los RFPL se detectan con iniciadores de PCR, PCR 
y luego por rotura por restricción y electroforesis, 
Se detecta ta presencia 0 ausência de un lugar de 
corte. Los SNP son lugares dei genoma donde 
pueden aparecer como mínimo dos nudeótidos 
diferentes, es decir, mutaciones punmales. Se 
detectan con sondas cortas de oligonucleótídos, 
Ias cuales se hibridan respectivamente sólo con 
una forma SNP. 

Todos estos marcadores son variables, es decir, apa¬ 
receu como mínimo en dos expresiones, 0 sea, for¬ 
mas de alelos, Analízando el árbol genealógico 
0 realizando experimentos de cmzamientos se si- 
gue el rastro de la herencia de los diferentes alelos 
en una ubicación de gen determinada [locus). 

■ 10.19 Mapas genómicos físicos 

Un mapa genómico físico indica la ubicación de 
secuencias de DNA muy determinadas en la molé¬ 
cula de DNA de un cromosoma, Los marcadores de 
DNA son etiquetas de secuencia expresadas (EST, 
ExpressedSequence Tags ) (Cuadro líló). Éstas son 
secuendas cortas que se obtienen a partir dei DNA 
complementaria (DNAc), es decir, a partir de secuen¬ 
cias parciales de genes. 

La idea es que sólo los genes expresados en la célu¬ 
la se transcriben en el RNAm. Por consiguiente, 
cuando se utiliza este RNAm como material de par¬ 
tida y se convierte en DNA, se puede crear una 
biblioteca de ios genes expresados, El propio DNAc 
se fabrica mediante la transcriptasa inversa a partir 
dei RNAm (Gap. 3). 

Si bien por la secuencia EST no se puede ver de qué 
gen se trata, se puede calcular rápidamente la ubi- 
cación de! gen. Se utilizan dos métodos: 

• Hibridacién por fluorescência in situ (FISH) 
[ver arriba): se utilizan simultaneamente dos son¬ 
das de DNA que están marcadas con otro fluoro- 
cromo. Cuando se amplían y se extienden los 
DNA cromosómicos, se pueden localizar los mar¬ 
cadores con mayor precisión. 

• Se utiliza un agente de mapeado, una serie 
de fragmentos de DNA que se solapan, que cubre 
el gen 0 el cromosoma investigado. 
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■ 10.20 La lucha de los métodos: 
Contig contra escopeta 

En 1998, Craíg Venter t que seis anos antes había 
abandonado el proyecto dei genoma humano, fun- 
dó su empresa Celera Genomics (detalles en Cua- 
dro 105). En ella pretendia secuenciar e! DNA 
humano mãs rápidamente que con el proyecto 
público dei genoma. 

Después de una competidón incesante, en el ano 
2000 ambas partes “acordaron” presentar sus datos 
conjuntamente y al mismo tiempo. Las diferencias 
de opiniòn se referían básicamente a los distintos 
métodos utilizados: ei de clonación Contig contra el 
de escopeta. 

Las expresiones “mapeado antes de secuendadón” 
y ri clon a don” corresponden al principio dei pro¬ 
yecto público dei genoma humano. 

En ei método de clonación Contig, antes de 
ia secuencíación se lleva a cabo una fase en la cua! 
se identifica una serie de clones que se solapan. 
Muchas copias dei genoma se separan con restric- 
tasas- Se originan fragmentos de aproximadamente 
150 000 pares de bases (150 kb). Estos fragmentos 
se clonan en cromosomas bacterianos artificiales 
[BacteriâlArtificia! Cromosomes , BAQ y se intro- 
ducen en bactérias, 

Los cromosomas bacterianos artificiales son 

vedores nuevos basados en los llamados plãsmidos 
F. Éstos “induyen 11 fragmentos de DNA de hasta 
300 kb. 

Con cada divísión celular bacteriana tambíén se mul- 
típlican los fragmentos de DNA humano. Cada bacté¬ 
ria contiene una copia de DNA. Si se compara ésta con 
una enciclopédia de 23 volúmenes (según Thomas 
Weber), el resultado seria, por ejemplo, el siguiente: 

El don A contendría las páginas 26 a 49 dei voiu- 
men 12 

El clon B contendría las páginas 35 a 52 dei mis¬ 
mo volumen 12 

Ei clon C contendría las páginas 18 a 3ó dei volu¬ 
men 12 

El clon D las páginas 27 a 50. 

No obstante, en realidad no sabemos qué páginas 
de qué volumen aparecen en un clon determinado. 
Lo que está claro es que la biblioteca de clones abar¬ 
ca todo el genoma. 

Ahora, cada uno de los clones deberá colocarse en 
un contexto espacial con los otros clones. Para ello 
se volverán a tratar los clones con una o varias res- 
trictasas, que generarán una huella dactilar dei don. 
Luego se utilizará la PCR para detectar la presencia 
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o ausência de lugares de corte (antes se realizaban 
Southern Blots ). 

Seguidamente se secuencian los fragmentos de 
DNA clonados individualmente y esta secuenria se 
coloca en el lugar adecuado dei denominado mapa 
Contig. 

Si T por ejemplo, el don A tiene marcadores (por 
ejemplo SIR) en las páginas 42 y 46, las cuales tam- 
bién se encuentran en el clon B, entonces se podrán 
reconstruir las páginas 26 a 52. Si en el don A hay 
marcadores en ias páginas 27 y 30 que tambíén apa¬ 
recen en el clon C, entonces se podrá ampliar 
la reconstrucción hasta la página 18. Sin embargo, 
no se utiiizan todos los clones: ya no tiene sentido 
incluir ahora e! clon D (27 a 50). Por ello, se busca 
el número más pequeno de clones que se solapan 
pardalmente y que abarcan el genoma completo, lo 
que reeibe el nombre de Contig. Éstos son 30 000 
clones BAC en el genoma humano. 

Los fragmentos de los BAC vuelven a ser demasia¬ 
do grandes para realizar una secuencíación directa; 
se descomponen de nuevo en fragmentos más 
pequenos y se multiplican en subdones. jPor finl 
Ahora éstos se secuencian con ia versión más 
moderna dei método de rotura de cadena de 
Sanger. Una cosa queda dara: jesto es lento y caro! 
^Cómo se puede hacer de forma más rápida y eco¬ 
nómica? 

Craig Vemef y Celera Genomics reaiizaron una 
secuenciadón con “escopeta” (. shotgun , dispa¬ 
ro), que había tenido êxito en la secuencíación 
dei genoma de Hâemophilus influenzae en 1995. 

Sin un mapeado prévio, en aquel entonces ei geno¬ 
ma de 1830 kb de tamaho se dividió en pequenos 
fragmentos según el principio de la casualtdad 
(mediante ultrasonidos) y se analizó. En ias secuen- 
cias generadas de este modo se buscan solapa- 
mientos. Naturalmente se tíenen que poder identi¬ 
ficar solapamientos entre todas Ias secuencias indi- 
viduales; de lo contrario la escopeta no funciona. 
El DNA manipulado por ultrasonidos se separo 


El "Top Ten” de tas sorpresas 
dei genoma 

Dedicado a Davi d Letterman, 
el maestro dei Late Night 
5 /?ow, y prdiéndole excuses. 
Francis Collins presento en el 
congreso anual de \ãAmeri¬ 
can Assodatfon for the 
Advancement ofScience 
(MAS), en febrero de 2001, 
el "Top Ten rt (aquT abreviado): 

to, El genoma es muy "gru¬ 
moso" - algunos cromosomas 
presentan una densidad gené¬ 
tica mucho mayor que otras. 

9. La cantidad total de los 
genes humanos es mucho 
menor que lo esperado. 

а. Debído a sus empalmes 
alternativos, los genes huma¬ 
nos producert más proteínas. 
j . Debído al credmiento de 
otras zonas en cuanto a prote¬ 
ínas conservadas, los genes 
humanos estãn construídos 
deforma más refinada que 

en bs demas organismos. 

б. Mãs de 200 genes huma¬ 
nos no tienen pari entes 

en ia evoludón en otros orga¬ 
nismos pluricelulares, pero 
sí contrapartidas en las bac¬ 
térias, Esto hace sospechar 
que son el resultado de una 
transferencia genética hori¬ 
zontal de las bactérias. 

5. Las secuencias repetitivas 
de DNA son un tipo de 
“registro fosílízado" el cual 
data de hace aproximada¬ 
mente 800 millones de anos, 
4- En realidad, el DNA junk 
(basura) tiene una Funciân 
importante. 

3. El coeficiente de mutación 
enethombreesel doble 
que en la mujer. Porconst- 
gulente, los hombresaportan 
la mayoría de las mutaciones 
genéticas al "pooí genético”, 
pero al mísmo tiempo son 
los motores principales 
dei pnogreso evolutivo, 
a. Los seres humanos 
son idênticos en un 99,9%. 

La mayoría de nuestras dife¬ 
rencias genéticas se produce 
en diversas etnias y razas, 

No hay ninguna base científi¬ 
ca para las categorias 
de raza exactas. 

Yel NÚMERO UNO: estos 
conocimientos hacen hànca- 
pié en ta importância de 
p ode r acted er libre m en te 
y sin obstáculos a la secuen- 
cia dei genoma. 

Francis Collins redbió una 
ovación por parte dei público 
puesto en pie. 
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Fig. 10.41 Símbolos dei pro- 
yecto dei genoma humano. 



Fig. 10.42 El proyecto 
HapMap registrará las varia* 
clones genéticas dei genoma 
humano. 



Fíg. 10.43 Los chips genéticos 
{úrrúys de DMA) facilitarão en 
teoría los análisís de los geno- 
mas de todos los seres vivos. 


mediante electroforesis en gel. A partir dei gel 
se puríficaron los fragmentos y se clonaron en £. 
coli Se obtuvG una biblioteca de clones con 
19Ó87 clones. Con éstos se realizaron un total de 
28Ó43 experimentos de secuencia ción. Se dese- 
charon las secuendas demasiado pequenas. Sin 
embargo, las 24 304 restantes se introdujeron en ei 
ordenador, que estuvo analízando los datos durante 
36 horas: se obtuvieron 140 secuendas relacionadas 
(llamadas Contigs). En ese momento se podrían haber 
secuenciado aún más fragmentos manipulados con 
ultrasonidos para cerrar los huecos, pero se tomó la 
declsión de cerrar los huecos introdudendo sondas de 
oligonudeótidos y una biblioteca de fago X (Gap* 5). 

Los genomas bacterianos eran muy adecuados para 
Ia escopeta: pequenos y con pocas 0 nínguna secuen- 
cia de DNA repetitiva. No obstante, estas secuen¬ 
das repetitivas en ei genoma de los eucariotas pue¬ 
den inducir una confusión absoluta con la escopeta, 
puesto que se generan solapamientos erróneos* 

Por consiguiente, es muy difícil colocar los datos 
secuendales en el orden correcto sin una ayuda orien- 
tativa debido al tamano de ia secuencia de DNA* 
Sin embargo, Venter desarrolló esquemas de cálculo 
complejos para poder ordenar Ia secuencia con. la ayu¬ 
da de ordenadores, pero finalmente se vlo obligado 
a volver a recurrir a los mapas físicos dei proyecto 
dei genoma humano, públicamente accesíbles. 

Por tanto, en el caso de los genomas bacterianos, 
el método de la escopeta era sendllo: los genomas 
no sólo son pequefíos, sino que contienen pocas 
secuendas de DNA repetitivas. Al aííadir dichas 
secuendas repetitivas de genes de eucariotas, que 
pueden tener una longitud de hasta varias kiloba- 
ses, se pueden prodticir posicionamientos erróneos* 
Sin embargo, se puede evitar esta limitacíón si para 
afradir las secuendas obtenidas con el método de la 
escopeta se utiliza un mapa genómico. iCuál es 
el compromiso? El "método seleetivo de la esco¬ 
peta” como pmcedimiento rápido para ia secuen¬ 
dación de genomas grandes* La secuencia genera- 
da con el método de la escopeta se aplica constan¬ 
temente en relación con un mapa genético, 

■ 10.21 dCõmo se continua con 
el genoma humano? 

El cromosoma Y masculino que se encarga de esta- 
blecer una diferencia tan pequena, y a Ia vez tan 
importante, consta casi exclusivamente de DNA 
/u/ 2 *(basura), bromeó James Watson. Por lo demás, 
los genes humanos constituyen oásis (laproximada- 
mente un 3%!) en el inmenso desierto dei DNA no 


codificado (es decir, DNA que no contlene instruc- 
clones para producir proteínas, y a que falta de una 
mejor expresión se denomina “basura”)* 

Hay que buscar secuendas de codíficaeión para 
3400 millones de letras dei genoma, una tarea de la 
bioinformática. Éste no es el lugar para aclarar esto 
con predsión, pero al respecto hay que decir lo 
siguiente: lo decepcionante es que la joya de la cre- 
ación “sólo” posee de 20 000 a 30 000 genes (prin¬ 
cípios dei ano 2005). Es interesante establecer una 
comparación: ia levadura dei pan tiene ó000 genes 
y el nematodo Çaenorhâbdiüs elegans 18 000. 

[En el caso de las bactérias intestínales, un 78% son 
codificadoras y en las personas sólo un 3%I Recu- 
rríendo a la comparación con la guia telefónica 
de Manhattan: un 78% de las 300 páginas de las 
bactérias, es decir, 234 páginas, se pueden leer aho- 
ra “con sentido” y contienen informadón. Por el 
contrario, en el caso de los seres humanos, la in- 
formación genética, que corresponde en total a 
ÓOOO páginas, está distribuída en dos millones de 
páginas. ^Qué hay detrás de esto? Con toda seguri- 
dad no se trata de informadón genial de los extra¬ 
terrestres, como especulan algunos autores de cien- 
cia-ficción, ni dei lugar donde se ubica el alma 
o el CHI chino (ver también Cap*9, RN Ai). 

Un consorcio internacional ha iniciado el proyecto 
HapMap (map ofhaplotypes) (Fig. 10.42), valora¬ 
do en 100 millones de dólares, para poder repre¬ 
sentar la siguiente generadón dei genoma humano. 
El objetivo dei proyecto es impulsar el descubri- 
miento de genes que intervíenen en enfermedades 
muy extendídas, como el asma, el câncer y la dia¬ 
betes* En el consorcio están representados Estados 
Unidos, Japón, China, Canadá, Nigéria y Gran Bre- 
taha, según comunicó el National Human Genome 
Research Insitute (NHGRI). 

En tres anos se deberá completar el proyecto Hap- 
Mapy representar las variacion.es genéticas dentro 
dei genoma humano. Comparando las diferencias 
genéticas entre indivíduos -eso espera el consor¬ 
cio-, los investigadores díspoodrán de una herra- 
mienta para poder identificar la influencia de los 
genes en muchas enfermedades. Mientras que el 
proyecto dei genoma humano constituyó la base de 
los descubrimientos genéticos, el HapMap debe ser 
el comienzo para poner en práctica los resultados de 
Ia investigación dei genoma. 

El DNA para el HapMappvoceúe de muestras de san¬ 
gre que han recogido investigadores de Nigéria, 
Japón, China y Estados Unidos. En principio los inves¬ 
tigadores trabajarán con muestras de sangre de 200 


27 ó 




Biotecnología ANALÍTICA y genoma humano 


Cuadroio.6 Historia 
de la biotecnologia: La impaciência 
de Craig Venter o las etiquetas 
desecuencias 



À Craig Venter le llegd la inspiradón a diez 
kilómetros sobre el Pacífico, en un vuelo 
de regresc de japón a Estados Unidos, El traba- 
jo de Venter en el National InsÜtute of Health 
(NIH) consistia en buscar un receptor paia 
la hormona dei esfuerzo, la adrenalina, la cual 
se baila en la superfície de las células cardía¬ 
cas, Durante anos, los investigadores se esfor- 
zaron en purificar las proteínas y en detectar 
los genes. fUn negodo lento y caro! En 1986, 
Venter volú a Califórnia, a Applied Biosystems 
(ABI), que habfa desarrollado un nuevo autó- 
mata de secuenciación. El nuevo sistema apli¬ 
cada el principio de Fred Sanger, pero utilizada 
coíorantes fluorescentes (en lugar de marcaje 
radíactivo), podia analízar 24 muestras a la vez 
con el ABI 373A y suminístrai diariamente 
unas 12 000 letras dei DNA. No obstante, la 
máquina costaba 100 000 dólares. 

À princípios de 1987 el laboratorio dei NIH 
de Venter probó el nuevo “juguete" y 
secuenció genes de rata que tenían relación 
con el receptor de la adrenalina, El autómata 
era más rápido y, en conjunto, más barato 
que los métodos manuales existentes hasta 
el momento. Pero en realídad Venter queria 
algo más: detectar los genes más interesan- 
tes, por ejemplo un segmento en el brazo 
largo dei cromosoma X (Xq28), en el cual 
se habían situado docenas de enfermedades 
de causa genética. Venter solicito dínero al 
centro genómico dei NIH, que estaba dirigi’ 
do por el gran James Watson. La respuesta 
se retrasó indefinldamente. 


tonfa distrófica} en el cromosoma 19. Por 
una pane, los genes que se eneontraron en 
ambos casos no eran directamente relevan¬ 
tes, pero los autómatas de secuendadón 
fundonaron de forma brillante con 60 000 
y 106 000 bases. Entre los colaboradores de 
Venter se encontraba, por cierto, su futuro 
oponente, Francis Collitis. Pero para Ven¬ 
ter todo iba aün demasiado despado. 

<;La inspíración? Había que “concentrar" 
genes para secuendar iramos cortos de DNA 
no codificador (en inglês /t/rá-DNA). 

La naturaleza se engana a sf mísma en la 
trascripdón (Cap. 3). El DNA de doble hebra 
se transcribe a RNA mensajero de una hebra 
y se elimina la “chatarra" (las secuencias tio 
codificadoras o intrones), En este momento, 
el RN Am “lleno de significado” y maduro 
que codifica las proteínas logra pasar dei 
núcleo celular a los ribosomas de la célula 
y alll se traduce ( translation). 



Venter en el laboratorio. 


Guando las moléculas relativamente inesta- 
bles de RNA de una célula se afslan, se 
purifican y se vuelven a convertír en DNA 
compl ementário (co mplemen tary DNA, 
DNAc), se obüene una colección de DNAc, 
lo que se denomina una biblioteca de 
DNAc, Como hemos visto en el Gap, 3, 
esto se puede obtener con la transcríptasa 
inversa. El RN Am eucaríota (sólo un I a 
3% dei RNA total en la célula] puede sepa- 
rarse fácil mente mediante una columna 
cromatográfica de afmidad, ya que en el 
extremo 3" íleva una secuencia de oligo-A 

(es decir,.AAAAM 3’). La columna 

contiene una matriz oiigo-T con secuencias 
TTTTT y los AAAAA se hibrídan allf y lue- 
go se eluyen con retraso por la columna. 


Venter aprovechó el desmorafizador riem- 
po de espera para dos proyectos menores 
que tenían un significado primordial para 
la genética humana: la corea de Hunting- 
ton (baile de San Ví to hereditário) en el 
cromosoma 4 y la distrofía muscular (mio- 


La idea de Venter era tremendamente sen- 
cilla: junto con su colega Mark Adams 
produjo la biblioteca de DNAc de una neu- 
rona. Ésta contenfa 10000 copias de genes 
actívos en el cerebro. Para ello, el RN Am 
se reescribió en DNAc con la transcríptasa 


inversa, se integro en el plásmído bactéria- 
no y se Introdujo en las bactérias, En ese 
momento se logré hacer crecer las bacté¬ 
rias en una piaca de Fetri para formar coto- 
nias y luego seleccionar algunas, jCada 
colonia contiene el DNAc de un gen toda¬ 
via enigmático que se ha expresado en el 
cerebro! iY este DNA se debfa secuendar! 
Seguidamente Venter comparó la secuen- 
cía de una longltud de 200 a 300 con los 
genes previamente identificados de otros 
seres humanos dei banco de datos de genes 
público. Cada recorte de secuencia de 
DNAc se describió como una etiqueta 
de secuencia expresada [expressed 
sequence tag\ o EST. 

Así de sencillü y elegante era el plan. 

Sin embargo, el prêmio Nobel Sydney 
Brenner habfa dicho en 198ó que secuen¬ 
dar el DNA basura era igual que pagar 
el impuesto sobre la renía: es inevitable, 
pero hay maneras de evítarlo, y en cual- 
quier caso es uno de los problemas que 
podemos y en realídad deberfamos dejar 
a nuestros sucesores. 

Sin embargo, Venter lo había conseguido 
de forma muy eficaz, Retiró su soficítud 
para secuendar el brazo largo dei cromoso¬ 
ma X que se habfa estado “cociendü" 
durante dos anos y se quejò a Watson de 
que en ese tiempo había logrado secuen¬ 
dar dos millones de letras, Luego anunció, 
en junio de 1991, su nueva estratégia EST 
en Science . Habfa descubierto 330 genes 
nuevos actívos en el cerebro humano. 

AI fin y al cabo, el sistema nervíoso se ve 
afectado por aproximadamente una cuaita 
parte de las 5000 enfermedades genéticas 
conocídas. En ese momento, el banco 
genético público dei NIH contenfa ias 
secuencias de menos de 3000 genes huma¬ 
nos. Por tanto, en pocos meses, Venter 
había secuendado más dei 10% dei total 
de todos los genes conoddos. 



El legendário autómata secuencia dor de DNA, 
ABI 373 A. 
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Cuadro 10.7 Chips de DNA 

Los chips de DNA y los mícroarrays 
de DNA no son más que una coJección 
ordenada de moléculas de DNA con una 
secuencía conocida, Así pues, normalmen- 
te un arrayestá díspuesto en forma de ree- 
tángulo 0 cuadrado, Puede constar sói o 
de cien unidades» pero también de algunas 
decenas de mil es de unidades (por ejemplo 
ÓO x 40, 100 x 100 o 300 x 500). Cada 
unidad es un punto exactamente definido 
en el espado sobre la superfície dei cristal, 
con un diâmetro de menos de 200 pim 
Condene millones de copias de un frag¬ 
mento de DNA corto y perfectamente defi¬ 
nido, En el ordenador se puede consultar 
información sobre qué DNA se encuentra 
en un array. 

Existen dos versiones: 

1 , Pre fabricar el DNA y luego llevarlo 
a ia superfície (spotteú mícroarray). 

2, Sintetizar el DNA in situ(high density 
oligonucleotide chip) sobre la placa de 
vidrio. 

Affymetrix domina el negocio con chips 
in situ que precisan luz para colocar 
ei DNA en puntos diminutos en un chip 
de cristal. Por lo general, los chips de DNA 
son pequenas plaquitas de cristal o plásti¬ 
co. Normalmente llevan moléculas de 
DNA a distancias periódicas, prindpalmen¬ 
te oligonucleótidos muy cortos de una úni- 
ca hebra. Los “oligos” se sintetizan directa- 
mente en la superficie dei chip. El proceso 
fotolitográfico lo desarrolló Steve Fodor 
junto con sus colegas de Affymetrix. 

Dicho de una forma más sencilla, se utiliza 
r adiadón láser y siempre se cubre con más¬ 
caras una parte de los chips para protegerlos 


de la luz Ifotolitografia). Sólo en los puntos 
iluminados se unen nucleótidos (es decir, A, 
G, C o T) en puntos de inicio especiales con 
ia ayuda de energia luminosa alta. De este 
modo se pueden sintetizar en un solo chip 
moléculas de DNA de una hebra muy dife¬ 
rentes, Entretanto, ya se pueden colocar 
de 250 000 a 1 000 000 oligonucleótidos 
en un centímetro cuadrado (I). 

Otra posibilidad consiste en verter gotitas 
de DNA sobre el chip con un robot y de j ar las 
secar. De este modo se pueden colocar 
vários miles de oligonucleótidos en ei chip, 
También se aplica el principio de la impreso- 
ra de chorro de tinta. 

Seguidamente se colocan los fragmentos 
de DNA en el chip. [Guando se parte dei 
RNAm, éste se convierte en DNAc con la 
transcriptasa inversa,.) El DNA se habrá “cor¬ 
tado en pedacitos pequenos” mediante enzi¬ 
mas de restricción. Además, los pedacitos 
de DNA de doble hélice que se van a analizar 
se deberán “fundir”, es decir, convertirse en 
DNA de una hebra (esto se produce median¬ 
te calentamientG, ver también Cuadro 10,4), 
Sólo se unen en los lugares dei chíp que con- 
tienen bases complementarias. 

Un “oligo” con la secuencía 

CTTTTTT CCCCCC 

“pesca” un DNA de una hebra con la 
secuencía parcial 

GAAAAAAGGGGG 

De este modo, los fragmentos de DNA 
colocados en los chips [sondas de DNA) 
sirven como “codificadores" para la “pesca 
molecular” de fragmentos de DNA {Jish 
on chips moleculares). Por tanto, a partir 
de una me zela compleja de millones 


de diferentes moléculas de DNA, cada son¬ 
da de DNA puede pescar exactamente 
aquellas que coindden genéticamente por 
completo [hibridación), 

Se forma una doble hélice corta. Los frag¬ 
mentos de DNA pescados se quedan, por 
consiguiente, “pegados” en un punto exacta¬ 
mente definido dei chip de DNA. Guando 
antes dei experimento se aplican al DNA 
coíorantes fluorescentes, esos puntos se ilu- 
mínan con la luz láser y pueden detectarse 
con facílidad. 

Si se examina el chip con un escáner láser, 
sólo se iluminan los puntos de los híbridos 
que han tenido éxíto. Dado que el ordena¬ 
dor “sabe” de qué “oligos” se trata y en qué 
lugar dei chip se encuentran, también se 
puede decir qué fragmentos rotos de DNA 
contenfa la muestra. 



El primerchtp de D NA de Affymetrix, 



Allen Yeoh (Universidad de Sirga pur) 
con un chip genético de Affymetrix en la mano 
y ta imagen de microarroys con que se investiga 
la leucemia Ifnfoblãstica en los nífios mediante 
d Gen-expressions proffhng (medalla de oro 
en et Asfan Innovation Award de 2003). 



Fig.10.44 Chíp de DNA: 
un DNA de una hebra se híbri¬ 
da con una sonda de DNA. 


a 400 personas. Los resultados de los análisis estarán 
dispombles gratuitamente en Internet, Guando se 
complete el HapMap, los datos estarán disponibles 
para los científicos de todo el mundo a fin de que pue- 
dan investigar los factores genéticos de riesgo para 
una gran variedad de enfermedades. Cualquler per- 
sona que esté interesada, puede enviar su DNA al 
National Geographíc Project y reproducir los cami- 
nos que han seguido sus antepasados por 130 dólares. 

EI proyecto dei genoma humano se extiende más 
alia de la investígación de las enfermedades genéti¬ 
cas. Hay que encontrar nuevos puntos de partida 
para medicamentos (farmacogenómica) y hay que 
lograr curar finalmente el câncer. 


■ 10.22 iCómo se puede entender 
la secuencía genómica? 

Áhora tenemos la secuencía dei DNA en el ordena¬ 
dor, pero... <;Cómo se pueden localizar ios genes 
que constítuyen el 3% de oasís en el desierto? Si se 
conoce ia secuencía de aminoácidos dei produeto 
de la proteína, prever la secuencia de DNA no supo- 
ne un problema. Sin embargo, para la mayor parte 
de los genes no existe ningún tipo de información. 

<íPor dónde hay que empezar a leer? La secuencia 
dei DNA de un gen es una “pauta abierta de iec- 
tura” [Open Reading Frames, ORF). Se trata de 
una secuencia de tripletes que empieza con un 
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codón inicial (a menudo TAC, o sea AUG, en el 
RNAm) y acaba con un codón finai: ATT (UAA), 
ATC (UAG) o ACT (UGA), que indica el final de una 
secuencia de codificación. 

Hay que rastrear seis retículas de lectura, ya que los 
genes pueden estar ordenados en ambas direccio- 
nes en la doble hélice. Imaginemos una secuencia 
idealizada de DNA. 

5 *-TAC ATAGG AGTTGC CGTTAAATCC C AT CTTACC ACG ACT ■ 3' 

3'-ATGTÂTCC TC AAC6GC A ATTTAG G GTAG AATGGTGCTG A*s 


Por tanto, se puede leer en seis retículas de la si' 
guiente manera: 


TAC/A 

>■ lectura 

ACA/T 

— 2^ lectura 

CAT/A 

-^ lectura 

5 1 -TAC ATAG G AGTTGC CG TTAA ATCCC ATCTTAC C AC G ACT- 3’ 


Y ahora, leído desde el H otro extremo": 


3' - ATGTATCC TC AACGGC A ATTTAGGGTAG AAT GGTGCTG A- 5 1 

ir lectura 


C/TGA 

5- lectura 

- 

G/CTG 

6- lectura 

- 

T/G CT 


Tradudmos la tercera lectura a RNAm (verde) y en- 
tonces a aminoácido (rojo): 


5^TA/CATAGGAGTTGCCGTTAAATCCCATCTTACCACGACT■3 , 

AU/ G UA/UCC/UC A/ACG /GC A/ AU U / U AG / GG U / AG A/AUG/GUG/tUG/A 

Vai Ser Ser Lys Ata lie STOPI 

La retícula no está abierta y mediante “UAG" se 
interrumpe y sólo se traduce parcialmente en el 
RNAm (jSTOPI), De este modo se pueden recorrer 
todas las retículas* Para abreviar: sólo Ia prímera 
retícula de lectura de las seis está "abierta". 

S''TACATAGGAGTTGCCGTTAAATCCCATCTTACCACGACT' 3 s 

AU G / U AU / CCU / CAA/CGG fC AA / U U U/AG G /G U A/ GAA/UGG/U GC /UGA 

Inicio Tyr Pfü Gin Arg GEn Phe Arg Vai Glu Trp Cys 5 TOPE 

iFantástico! Un péptido completo, y sín embargo 
una proteína diminuta* 

En el caso de las bactérias esto podría funcionar así, 
pero en los eucaiiotas existen espacios intermédios 
enormes entre los genes, aunque también existen 
ORF cortos fortuitos que no son genes verdaderos* 
Muchos genes están divididos en exones e intrones. 

Guando se ha encontrado un gen de forma provi¬ 
sional, se buscan homologías en la base de datos, así 


como secuencias similares también con otros seres 
vivos. jSi se tiene suerte, a menudo se logra coordi- 
nar una funciónl Incluso se encontraron genes para 
el nematodo Caenorhâbditfs elegansy la mosca dei 
vinagre Drosophila melanogasterque también apa¬ 
receu en los seres humanos* 

■ 10.23 Ca farmacogenómica 

«Menos de la mitad de los pacientes a los que 
se prescriben los medicamentos más caros sacan 
algún provecho de ellos», afirmo Allen Roses, 
vicepresidente de genética de la multinacional 
GlaxoSmithKline (GSK) -un secreto a voces en la 
industria farmacêutica (Fig. 10.46). Los medica¬ 
mentos para Ia enfermedad de Alzheimer tienen 
efecto en menos de uno de cada tres pacientes, 
los dei câncer sólo en uno de cada cuatro. Los medi- 
camentos contra la migrana, la osteoporosis y la 
artrítis sólo fundonan en la mitad de los pacientes* 
«Esto sucede porque los receptores tienen genes 
que interfieren con los medicamentos, La gran 
mayoría de los medicamentos, más de un 90%, fun¬ 
ciona sólo en un 30 a 50% de los pacientes», aclaro 
Roses. É1 es un experto en farmacogenómica. 

En reaüdad, esto lo sabe cualquiera: a menudo, 
el mismo medicamento tiene efectos distintos en per- 
sonas diferentes* EI médico prescribe los fármacos 
basándose en la enfermedad correspondiente. Sin 
embargo, si pudiese tener en cuenta además la pre- 
disposición genética, esto supondría una revolución 
en medicina. Incluso se podrían reducir los efectos 
secundários de los medicamentos* Guando los inves¬ 
tigadores dd genoma identifican, por ejempio, un gru¬ 
po de genes que pueden desempehar un papel en el 
câncer de pulmón, éstos se pueden comparar entre 
pacientes sanos y pacientes con câncer. Las diferen¬ 
cias (polimorfismos) entre ambas secuencias de genes 
pueden influir sobre la probabilidad de enfermar de 
câncer. A menudo sólo se trata de pares de bases ais- 
lados que han mutado, por ejempio, de A a G o de T 
aC [Single Nudeotide Polymorphism, SNP). 

En este momento, Ia informacíón sólo puede aprove- 
charse para pruebas de diagnóstico; se advierte en 
ese sentido a las personas con mayor riesgo de pade¬ 
cer câncer Además, el médico puede averiguar qué 
medicamento funciona mejor en cada paciente (Fig* 
10,48). Et gen fl-2AR determina, por ejempio, en qué 
medida responden los enfermos de asma ai salbuta¬ 
mol (albuterol)* EI salbutamol abre las vias respirató¬ 
rias distendiendo los músculos de los pulmones. En 
los seres humanos existen de cuatro a cinco expresio- 
nes diferentes (aleios) de este gen. Esto explica por 
qué el salbutamol no funciona bíen en aproximada- 



Fíg. io.45 Un ejempio prácti- 
co de Genotyping : puede uti- 
lizarse el chip genético 
de Michael Yang (Unlversk 
dad delatiudad deHong 
Kong y Genetel) para identifi¬ 
car híerbas mediei na les chi¬ 
nas (arriba), La FrititlariQ 
drrhoso (en chino Chuún bei 
centro) se utiliza para 
tratar la tos crónica y la 
tuberculosis; la F thunbergii 
contra el câncer de mama. 

El chip genético (abalo) 
constUuye una clara prueba 
de IdentifítadÓn: una medí- 
dna falseada se identifica 
deinmediato* 



F 5 g. 10.46 “Menos de 
la mitad de los pacientes 
a los que se prescriben 
los medicamentos más caros 
sacan algún provecho de 
ellos", declaro Allen Roses. 
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La alarmante baja eficscfa 
de los medicamentos 
Csegún Allen Roses) 

* En fe rme d ad de AlzFieí mer: 
30% 

* Analgésicos: 80% 

* Asma: 60% 

* Arritmias cardíacas: 6a% 

* Depresíon (ISR 5 ): 62% 

* Diabetes: 57% 

* Hepatítis C; 47% 

* incontinência: 40% 

* Migra na (aguda): 52% 

* Migraria (profitaxis): $0% 

* Oncologia: 25% 

* Artfitis: 50% 

* Esquizofrenia: 60% 



Fig. 10.47 Chip genético 
deAffymetrix. 


Fig.io.48 Medicamentos 
con base genética. 


mente el 25% de los pacientes de asma. Una prueba 
con las variantes de la enzima citocromo P-450 (Cap. 
4) aclararia si una persona reacciona ante ciertos anti- 
depresivos. Otras pruebas podrían prever Ias reaccio- 
nes a medicamentos que se sttelen prescribír para la 
presión arterial elevada o la migraria (Fig. 10.48). 

Ei pionero en el genoma humano, Francis Collins 
(Fig. 10.37), prevê que en el ano 2010 se dispondrá 
ampliamente de pruebas para 25 enfermedades 
muy extendidas, las cuales permítírán a los hom- 
bres cambiar su estilo de vida. Bacia el ano 2020 
se dispondrá de medicamentos de diseno, basados 
en la genética, para la diabetes, la presión arterial 
elevada y muchas otras enfermedades comunes, 
En 2030 se habrãn localizado los genes que contro- 
lan el proceso dei envejecimiento, mientras que 
!a secuenciación individual dei DNA bajo petición 
costará menos de 1000 dólares. 

En el ario 2040, la medicina basada en la genética 
será habitual para identificar la mayor parte de las 
enfermedades antes de que se produzcan los sinto¬ 
mas, y elaborará terapias farmacológicas y genéticas 
individuales hechas a medida. ;La medicina perso¬ 
nalizada está a la vista! Entretanto, esta informa- 
ción, ademãs de suponer una alegria para nosotros 
los pacientes, también alegra a otros grupos de per- 
sonas: companfas de seguros, directiones de empre¬ 
sas y gobiernos, asf como a sus servidos secretos. 


Los indivíduos reacdonan de Forma 
diferente a los medicamentos contra 
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Collins opina que todos somos portadores de cuatro 
o cinco genes verdaderamente nefastos y otra me¬ 
dia docena que no son tan endiablados y que con- 
llevan algún tipo de riesgo. Las personas no podrán 
seleccionar sus genes, y los genes tampoco deberían 
utilizarse contra eilos. 

Para la propia industria farmacêutica, es prioritá¬ 
rio desarroilar un diagnóstico muy eficaz de SNP 
debido a los costes elevados de la realizadón de 
pruebas clinicas para nuevos medicamentos (cien- 
tos de millones de dólares), sobre todo porque 
muchos medicamentos fallan en las últimas fases 
de prueba. El corazón de la “revolución de la 
medicina” se oculta en una plaquita dei tamario de 
un sello: “chips 1 ’ de DNA o microarrays de DNA 
(Fig. 10.47). 

■ 10.24 Chips de DNA 

Ha empezado una nueva revolución. Con los chips 
de DNA se puede determinar rapidamente, con tec¬ 
nologia de chips y escáner láser 0 análisis de image- 
nes CCD, qué patrón de DNA contiene una mues- 
tra (Cuadro 10.7). 

Los chips de DNA -también denominados chips 
genéticos 0 microarrays de DNA- se desarrolla- 
ron a princípios de ia década de 1990. La empresa 
Àífyrnetrix, Inc., de Santa Clara, Califórnia, Estados 
Unidos, tuvo Ia idea de colocar miles de sondas 
de DNA en mícrochips de cristal, de forma similar 
a transistores de silicona (Fig. 10.47). Para ello se 
readaptaron los métodos para producir chips infor- 
máticGs. Desde entonces, la técnica de los chips de 
DNA se está desarrollando con una rapidez vertigi¬ 
nosa. Como máximo dentro de diez anos, nuestra 
vida diaria será inconcebible sio chips de DNA. 

Los chips genéticos se utiiizan con frecuenda para 
analizar el genoma de los genes y sus actividades. 
Muchas pruebas de DNA necesitan docenas 0 inclu¬ 
so cientos de reacciones de hibridación para recibir 
toda la información. La idea dei biochip permite que 
todo se lleve a cabo en una muestra diminuta, ya 
que el chip también es muy pequeno y todo cabe en 
un chip. Las aplicaciones son infinitas: 

• Los perfiles de expresión miden el RNA total en 
la célula: qué genes contíenen, cuánto RNA, 
cuántas proteínas y en qué tiempo determinado. 

• Prueba de mutadón de una secuencia de DNA, 
por ejemplo para la investigadôn dei sida 
Y dei câncer y para la farmacogenómica. 

• Análisis de SNP. 

Guando hay suficientes sondas de DNA en un bio 
chip, con ellas se puede secuenciar ei DNA. Esto reci- 
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be e! nombre de Sequendng byHybridization (SBH). 
Sín embargo, probablemente lo más práctico sea el 
análisis de SNP para medicamentos personalizados. 

■ 10.25 Descubrir Las causas 
delasenfermedades: 
perfiles de expresión genética 

Con la ayuda de perfiles de expresión (como en la 
levadura, Fig. 10.43) se intenta localizar los câm¬ 
bios de la actividad de los genes humanos que 
se producen a causa de una enfermedad. 

Para descubrir qué genes están activos en los tejídos 
sanos y en los enfermos, en primer lugar se aíslan 
los RNAm de ambas muestras de te jido. A partir 
de ahí, con transcriptasa inversa se fabrican copias 
de DNAc marcadas con fluorescência y se coiocan 
sobre chips genéticos cargados con miles de frag¬ 
mentos de genes. Si los DNAc marcados se unen 
con sus fragmentos com piem entarios en el chip, 
se revelan los genes activos. A menudo, una com- 
paradón de perfiles de expresión suele requerir 
diferencias de actividad en vários cientos de genes 
al dia. Seguidamente se trata de encontrar los genes 
que realmente desencadenan la enfermedad. 

Se aplica una serie de métodos a partir de la investiga- 
ción funcional dei genoma para evaluar los genes can¬ 
didatos, es decir, los que se sospecha que causan la 
enfermedad. En primer lugar se consuitan los bancos 
de datos respecto a la fimción de ios genes identifica¬ 
dos. Los genes que, según esta información, no parti- 
cipan aparentemente en los danos causados al con¬ 
junto celular, quedarán excluídos. Ai final de la serie 
de experimentos suelen realizarse principalmente las 
investigadones de unos pocos genes candidatos en 
modelos animales. AM se prueba si las modíficadones 
genéticas en el animal producen el mismo cuadro clí¬ 
nico que en los seres humanos. Sólo entonces se pue- 
de considerar segura la participación de un gen en la 
producción de una enfermedad a nivel molecular. 

Desde 1995 existe la tendencia a analizar global- 
mente la expresión genética, en la cuai se siguen ai 
mismo tiempo los perfiles de expresión de miles de 
genes. Será posible seguir todo el transcriptoma, 
es decir, todos los RNAm de la célula. De este modo 
podrãn identificarse todos los genes que parücipan 
en el proceso médico en cuestión. 

■ 10.26 La proteómica 

El análisis dei transcriptoma (RNAm) que acabamos de 
desoibir parece ser una forma útil de estudiar y carac¬ 
terizar las enfermedades, así como de prever nuestra 
reacción ante los medicamentos 0 las modíficadones 
dei medio ambiente, Sin embargo, las moléculas fun- 
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donales actuales de la célula no son de RNAm, sino 
de proteínas. La existência de un transcripto (es decir, 
el RNAm) no siempre se correlaciona con la proteína 
correspondiente, ya que a menudo la síntesis de pro¬ 
teínas se regula de forma intíependíente. 

Los conceptos, propuestos en 1 995, de “proteó¬ 
mica” 0 “análisis proteómico” se refieren a ia 
investigacíón dei equipamiento total de proteínas 
de una célula, un tejido 0 un organismo completo. 
En los organismos superiores se supone que, a par¬ 
tir de un gen, se producen como término medio 
diez proteínas, La expresión, funeión e interacción 
de proteínas conectadas entre sí es la proteómica 
0 la genómíca funcional. 

En general, el análisis dei proteoma se puede dividir en 
dos partes conectadas entre sí; la obtencíón de mues¬ 
tras y la separación de las proteínas individuales, y 
seguidamente la identificación de proteínas y el análi¬ 
sis de la estructura fina de la proteína (modificaciones). 

Para la separación de muestras, la mayor parte de 
ias veces se aplica electroforesis bidimensional (2D) en 
gel de políacriiamida (PAGE). Al igual que en la elec- 
troforesis en gel de agarosa de los ácidos nucleicos, 
aqui la separación tendrã lugar segun ia movilidad 
hidrodinâmica (las proteínas más pequenas se mue- 
ven con más rapidez), pero también adídonalmente 
segun la carga. 

Al contrario que los ácidos nucleicos, las proteínas 
no están cargadas de forma unitaria. Las proteínas 
con carga total negativa se desplazan hacía ei poio 
positivo (ânodo) de la electroforesis, y las que tienen 
carga positiva hacía el cátodo. 

La forma especial de este método, la PAGE-(SDS) 
con dodecilsulfato de sodio, desnaturaliza la prote¬ 
ína en primer lugar en presencia de mercaptoetanol 
(que reduce los posibies puentes disulfuro $-$ a gru¬ 
pos SH) (Fig. 10.50). El SDS es un detergente anió- 
nico (tensoactivo) que está totalmente dísociado. 
Destruye casi todas las interacciones no covalentes 
dentro de Ia proteína (es decir, especialmente los 
puentes de hidrógeno) y "despliega” así todas las 
estructuras de proteínas, forma luego micelas y, de 
este modo, enmascara las diversas cargas de la pro- 


fig, 10.49 Vision de un chip 
proteímcQ. 
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Fig. 10.50 Principio 
de la PAGE-SDS. 
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Fig. 10,51 La p ri mera electro¬ 
foresis en gel bidimensional 
de la historia. 



Fi g. io,5 2 Pat ri ck 0 1 Fa rre 11 
descubríó la PAGE-2D cuan- 
do era estudiante. De este 
modo logró separar miles de 
proteínas de Escherichiü cúfL 
El método es importante, 
pero difícil de reprodudr. 



Fig. 10,53 Franz Hillenkamp 
ccnstruyó, en la liniversidad 
de Münster, el primerespec- 
trómetrode masas 
Time-of-füght (TOF). 

Arriba: on espectrometro 
de masas de elevado 
rendímíento. 


tefna. Entonces, la carga neta negativa de la micela 
es proporcional ai tamano de la molécula (como 
en los ácidos nucleicos). Las proteínas desnaturali¬ 
zadas cargadas con SDS se pueden separar seguida¬ 
mente en geles, al igual que los ácidos nucleicos. 

A continuación, la proteína se revela en el gel mar- 
cándola normalmente con azul Coomassie, de for¬ 
ma que se obtienen bandas azules. De todos modos, 
se pueden detectar 0,1 microgramos de proteína, 
dando como resultado una banda visible. 

ün método más reciente es la electroforesis en gel 
bidimensional (2D-GE) (Fig. 10.51). En primer 
lugar, ésta utiliza el enfoque isoeléctrico: se crea un 
gel vertical con un gradiente de pH (pH inferior res- 
pecto a pH superior). Posteriormente se extiende la 
muestra de proteína y se aplica una comente eléc¬ 
trica, Las proteínas se desplazan bacia su valor de pH 
isoeléctrico, es decir, hacia donde su carga neta sea 
igual a cero. De este modo se forman bandas. Luego 
se incuba en gel con SDS, se coloca horizontalmen¬ 
te sobre un gel de poliacrüamida con SDS y se reali¬ 
za una electroforesis. Así se crea una muestra de 
puntos bidimensional. Por consiguiente, las proteí¬ 
nas se separan en una dirección segón su carga y 
seguidamente en ângulo recto según ia masa. 

Sin embargo, la mayorfa de los investigadores no están 
dei todo satisfechos con la electroforesis en gel bidi¬ 
mensional, especialmente con su predsiôn y repro- 
ducibilídad. Otra soludón consiste en el espectróme- 
tro de masas (MS). Después de la separación median¬ 
te electroforesis en gel bidimensional, los puntos de 
las proteínas que hayan aparecido en éste se extraen 
con un instrumento punzante, son digeridos por una 
proteasa (como la tripsina) y se fragmentan en pépti- 
dos. Mediante estos péptidos se pueden identificar 
entonces las proteínas por espectrometría de masas. 

10.27 MALDI: Un gas de iones 
de proteínas 

Los espectrómetros de masas se desarrollaron 
en principio para poder detectar átomos ionizados de 
elevada senslbilidad. Tambíén se utilizan desde hace 
mudio tiempo para analizar pequenas moléculas 
inorgânicas y orgânicas. No obstante, hasta hace 
poco tiempo no se había logrado realizar el análisis 
por espectrometría de masas de biomoléculas tan 
grandes como las proteínas y el DNA, aunque deben 
separarias individualmente de su entorno acuoso, 
trasladarias al vacío dei espectrómetro de masas y 
dotarias de una carga sin que se rompan en pedazos. 

Es algo así como si se dejase a un astronauta en 
el universo sin traje espacial. i$ín trutos, ias molé¬ 
culas tan grandes y cargadas no son volátiles! 


Uno de los trucos actuales se llama Matríx-Assis- 
ted Laser-Desorption Ionization (MALDI), de- 

sarrollado a finaies de los anos 1980 por Franz 
Hillenkamp (Fig. 10,52) y sus colaboradores de la 
Universidad de Münster, 

Se integran ias proteínas en cristales de moléculas 
que absorben rayos UV Esto se hace, en ia mayoría 
de los casos mezclando las soluciones de la matriz 
y las moléculas de proteínas sobre un soporte metáli¬ 
co, y se espera hasta que se haya volatilizado el disol- 
ventê. El soporte con los cristales que llevan proteí¬ 
nas se introduce entonces en vacío elevado y se irra¬ 
dia la muestra con un impulso láser UV muy corto 
e intenso. De este modo se liberan al vacío las molé¬ 
culas de la matriz que absorben la radiación UV como 
si se produjese una expíosión, y con elias tambíén 
las proteínas. En este proceso tambíén se transfiere 
carga positiva 0 negativa a algunas proteínas. 

Por lo general, los iones generados mediante 
MALDI se analizan con un espectrómetro de masas 
con tiempo de vuelo (TOF, de üme-of-flight). Los 
iones vuelan por un tubo de vacío de aproximada¬ 
mente 1 m de longitud y se mide su tiempo 
de trayectoria típico, más 0 menos una milionésima 
de segundo. Prevíamente, los iones de las proteínas 
aún se aceleran mediante un campo eléctrico. Las 
proteínas con igual carga pero diferente masa vue¬ 
lan con distinta velocidad. Un íon de una proteína 
de masa más pequena vuela más rãpidamente que 
uno que tenga una masa mayor, y un íon de proteí¬ 
na con dos cargas se mueve el doble de rápido que 
la misma proteína con una sola carga. Así que los 
tiempos de vuelo se correlacíonan con Ia relación 
masa/carga [m/z)de las proteínas, y estos tiempos 
de vuelo los mide un analízador. Un buen espectró¬ 
metro de masas MALDI-TOF determina ia masa de 
una proteína con una precisión de hasta un 0,01 %o. 

Por consiguiente, un espectrómetro de masas de 
tiempo de vuelo funciona como una electroforesis 
en gel con SDS rápida y exacta: en ambos casos se 
determinan recorridos 0 tiempos de marcha de mo¬ 
léculas cargadas. Los espectrómetros de masas soo 
un complemento ideal dei enfoque isoeléctrico; no 
obstante, estos aparatos son caros. 

El segundo método para generar iones de molécu¬ 
las mayores es el ESI (Electrospray Ionization}. 

m 10.28 Aptámeros 
y chips de proteína 

Los microãrrays de proteínas se fabrican de modo 
análogo a los arraysde DNA (Fig. 10.49). Los arrays 
contienen agentes especial.es de captura, por ejetm 
pio antkuerpos. Pueden leerse con los espectróme- 
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tros de masas (como MALDI-TGF] o con marcado¬ 
res fluorescentes. Sin embargo, los chips de proteí- 
nas aún no están ni remotamente al nivel de Los 
chips de DNA, entre los que se encuentran chips 
con 100 000 y más puntos que indican la presencia 
y la cantídad relativa de RNA en el extraeto celular, 

El bioquímico especialista en proteínas Hubert 
Rehm, redactor dei popular Laborjoumal de Frei- 
burg, comenta: «Incluso al bioquímico especialista 
en proteínas le gustaría tener un juguete así; lo ide¬ 
al seria tener un chip en el cual simplemente intro- 
dujese extraeto celular y, al cabo de media hora, le 
informase de la cantidad, el tipo, la modificación y 
ia concentracíón de cada proteína en la salsa. Los 
más osados incluso exigirían chips que determina- 
ran adicionalmente la concentracíón de metaboii- 
tos como la giucosa, el lactato, etc., y la de oligosa- 
cárídos y polisacárídos [...]. Sin embargo, para chips 
de proteínas se necesitan unos cientos de miles de 
diferentes anticuerpos monoclonales.,.». En con- 
clusión: ien realidad no es viableí 

Pero también hay otras ideas: los aptámeros, Los 
aptámeros son oligonucleótidos de DNA o RNA 
(15 a Ó0 nucleótidos) que se unen a las proteínas 
de forma específica. Son ligeros, baratos y se pueden 
fabricar en grandes cantidades en sintetizadores 
de DNA. Se utilizai cada vez más como sustítutos 
de los anticuerpos y se fabrícan contra iones (como 
Zn 2+ ) dei mismo modo que contra ei ATP, péptidos, 
proteínas y glicoproteínas. Por una parte, son infe¬ 
riores a los anticuerpos en cuanto a especificidad, 
pero se pueden utilizar como indicadores de unio- 
nes (Fig. 10.53): en el extremo 5' dei nucleótido, 
el aptãmero se marca con una sustancia colorante 
fluorescente, y en el extremo 3' con un quencher 
[una molécula que suprime la fluorescência). 
Guando no está presente el analito, el aptámero for¬ 
ma un bucle y su fluorescência se suprime. Si, por 
ei contrario, se une ai analito, el bucle se anula. 
[El quencher se aleja dei fluoróforo y el aptámero 
resplandece fluorescente! 

■ 10.29 dFinalmente el control 
a través dei genoma humano? 

Los pesimistas como Stephen Hawking opinam 
«En los últimos 10 000 anos casí no ha habido câm¬ 
bios significativos en el DNA humano. Sin embar¬ 
go, pronto podremos aumentar la complejídad de 
nuestra escritura interna, nuestro DNA, sin tener 
que esperar a! proceso lento de Ia evolución bioló¬ 
gica [.. .1, por ejemplo aumentando nuestro cerebro 
[,,.]♦ A pesar de todo el rigor concebible de las limi- 
taciones legales, aiguien en alguna parte mejorará 
a los seres humanos». 


Por el contrario, los optimistas como James D. 
Watson afirmam «La genética en sf nunca puede 
ser mala. Sólo cuando Ia utilizamos 0 hacemos 
un mal uso de ella entra en juego la moral» (citado 
según Davies, 2003), 

■ 10,30 LQuo vadis biotecnologia? 

«En el futuro, los ordenadores [...] quizá pesen sólo 
una tonelada y media» (Desarrollo de los ordena¬ 
dores, estúdio de 1949). 

Con estas perspectivas tan prometedoras a la vista, 
queremos intentar prever cuidadosamente lo que 
nos espera. En este caso, el autor se basa concreta¬ 
mente en un análisis de Oliver Kayser de Ia 
Universidad de Groningen. 

La valoradón la puede hacer el propio lector. Aqui 
se han recogido pronósticos procedentes de las 
fuentes más diversas. 

• En el caso de la cerveza, el vino, el pan y el que- 
so (Gap. 1), habrá cada vez más microorganismos 
manipulados por ingenierfa genética que realiza- 
rán el trabajo. jLas cepas “entranables* se modi- 
ficarán probablemente sin que el buen sabor 
se vea afectado, sino todo lo contrario! 

• La agricultura (Gap. 7) utilizará claramente menos 
pesticidas y abonos; los propios agricultores ya no 
se verán expuestos a tantas sustancias tóxicas. 
Por otra parte, la diversidad de especíes se reducirá 
de forma drástica. La dependencia de los grandes 
“consorcios biotecnológicos de pesticidas, abonos 
y selección de semiilas” se verá reforzada; una ten¬ 
dência dei desarrollo económico de la que, por cier- 
to, no tienen ia culpa ias nuevas tecnologias. 

• El bioplãstico degradable y los microbios traba- 
jando como “barrenderos" cargarán menos el 
medio ambiente 0 lo limpiarán (Gap. ó). 

• En ei sector farmacêutico (Gap. 4 y Gap. 9), 
la biotecnologia adquirirá una gran influencia. 
La técnica genética, Ia producción de vacunas 
(Gap. 5) y el diagnóstico revolucionarán el trata- 
miento de enfermedades hasta ahora incurables, 

• Aparecerán nuevos medicamentos biotecnológi¬ 
cos: acaba de autorizarse la comercializadón de 
un oligonucleótido antisense para las infecciones 
oculares pot cltomegalovirus [CMV] f Vltrave- 
né®). Antes, los enfermos de sida se quedaban 
clegos de forma írreversíble por esta causa. 

• lAPharmaceuticalResearch and Manufacturersof 
America (PhRMA) habla de 369 medicamentos en 
ia cartera de proyectos en desarrollo que parece que 
pueden curar 200 enfermedades: las enfermedades 
autoinmunitarias, el asma, la enfermedad de 
Alzheimer, la esclerosis mültiple y el câncer. 


Proteína 



Aptámero de senal libre 

Se elimina la fluorescência 
debido a la proximidad 
espacial dei quencher 
y el fluoróforo 
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Aptámero de serial unido 
El quenchery el fluoróforo 
están separados 
espacialmente, 

Se puede activar el fluoróforo 


Fig. ia.54 Cómo funtíonan 
los aptámeros. 



Rg. io.55 Cómo se une 
un aptámero (RNA) a un sus- 
trato (teofÜIna) (rojo). 
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Flg. 10.56 La bioelectrónica 
se halla en el punto de inter 
seeción de la tecnologia 
de los chi ps. la biotecnologia 
y la informática, y será la que 
proporcione los próximos 
descubrímientos en tecnolo¬ 
gia punta. 



Fig. 10.57 Investigadón 
puotera de Peíer Fromherz: 
una neurona dei caracol 
dei lodo forma parte de una 
red de neuronas. La jaula sir- 
ve para irrmovílizar las célu¬ 
las SObre las estructuras 
det chip, la$ cuales permite n 
estimular las células nervía- 
sas p así como medir las se ha- 
iesque se producen. 

Las neuronas crecen cuando 
se forman sinapsis eléctricas. 



Fig. 10.58 Célula nerviosa 
dei cerebro de una rata 
sobre un chip desilicio. 

En el centro se pueden reco- 
nocer los transi Stores 
dê efecto de campo, con 
los que se miden las sehales 
de la neurona. 



Flg. 10.59 Nan 0 b i otec 00 lo - 
gía: ATPsintasa utilizada 
para un nano propulsor. 

Se afiadieron tres aminoãci- 
dos que contenían azufre 
para fíjar el motora la base. 
At anadlrATP, el propulsor 
gira (azul). 



• En la actuaiidad, los fãrmacos biotecnológicos 
cubren un 5% dei enorme mercado farmacêutico 
mundial. Este valor prevísiblemente aumentará, 
hasta el ano 2050, a un 15%. 

• Desde 1995, el número de patentes biotecnoló- 
gicas está creciendo anualmente un 25%. 

• Las vacunas contra el sida y la malaria (Gap. 5) 
serán posibles y efectivas. 

• El crecimíento explosivo dei diagnóstico genéti¬ 
co (Cap, 10) permitirá crear un perfil genético 
personal en una hora por cien euros. 

• Cientos de nuevas pruebas genéticas e inmuno- 
lógicas aumentarán la seguridad de los productos 
derivados de la sangre. Tiras de pruebas biológi¬ 
cas y biochips económicos probarán a! mismo 
tiempo vários parâmetros en pocos minutos (por 
ejemplo el riesgo de infarto de miocardio). 
Las pruebas también las podrán eíectuar los pro¬ 
fanos en sucasa, 

• La medicina personalizada y el diagnóstico con 
biochips adquirirán interés industrial en los pró’ 
xlmos díez anos. 

• La proteómica y la farmaeogenómica descubrirán 
marcadores desconoddos hasta hoy y tratarán 
enfermedades antes de que se declaren. 

• Mediante el xenotrasplante de órganos de ani- 
males transgénícos (Cap. 9) se acabará con ia fal¬ 
ta crónica de órganos de donantes. 

• La ingeniería de tejidos [ Tissue egineering} crea- 
rá, entre otros, narices nuevas y piei nueva. Los 
sistemas biohíbridos servirán de soporte a las fun¬ 
ciones hepática y renal 

• Las células madre (Cap. 9) se convertirán en una 
terapia decisiva para las enfermedades de Parkin- 
son y Alzheimer, ia leucemia y los defectos gené¬ 
ticos como la deficiência de adenosina-desamina- 
sa (ADA) y la fibrosis quística (CF). No obstante, 
no se espera un avance masivo en los próximos 


diez anos. Continuará ia discusión sobre las 
implicadones éticas y sociaies para convencer a 
la opinión pública y para sondear los riesgos, en 
tanto que Ia utüizacíón pública ciertamente bará 
que aumente el grado de simpatia de los pacien¬ 
tes hacia ia tecnologia. Hay que respetar total¬ 
mente las serias dudas de todas las partes. 

• En la primera década dei siglo xxi la biotecnolo¬ 
gia experimentará un crecimíento explosivo, 
ya que coincidirán ordenadores más potentes, 
técnicas de laboratorio automatizadas y conoci- 
mientos dei genoma, las proteínas (proteoma) 
y el metabolismo. 

• La biotecnologia se utilizará cada vez más en los 
indi víduos y la sociedad. La biotecnologia que sal¬ 
va vidas llegarã cada vez a más personas. De este 
modo aumentará su aceptación. 

• Actualmente, los costes de desarrollo de un medi¬ 
camento ascienden a 880 millones de dólares 
americanos y se tardan 15 anos desde el inicio has¬ 
ta que llega al mercado. Un 75% de los costes se 
debe a intentos fallldos. Mediante la tecnologia 
genómica se espera reducir los costes a 500 millo¬ 
nes, con un aborro de tiempo de un 15%. 

• En el ano 2015 se habrã sustituido el 30% de los 
medicamentos de bajo peso molecular por medi¬ 
camentos de ingeniería genética. 

• Desde el ano 2010 en adelante, las plantas y los 
anímales transgénícos [Cap, 7 y Cap. 8) produci- 
rán importantes proteínas humanas con el Gene- 
Pharming, 

• Se espera que Ia ingeniería genética y ios nano- 
rrobots Ileguen entre 2010 y 2018. 

La nanobiütecnologta es probablemente la 
Interfase más interesante dei futuro. Utiliza las 
biomoléculas para construir máquinas molecula¬ 
res, por ejemplo nanobiomotores que pueden 
funcionar con ATP, como los flagelos de las bacté¬ 
rias (Fig. 10.58). 

La bioelectrónica, con los biosensores para la glu- 
cosa, ya tiene los primeros productos en el mercado 
y ahora hace que crezcan neuronas sobre chips que 
transmiten las senales a éste (Figp. 10,55 y 10,57). 

Epílogo 

^Qué vaticinó Victor Hugo? «No existe en el mun¬ 
do nada más poderoso que una idea a la que le 
ha liegado su momento». 

3 Ha liegado el momento de la idea de Ia biotecnolo¬ 
gia, y todos nosotros experimentaremos desanollos 
fantásticos! 
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Biotecnologia analítica y genoma humano 


Bibliografia utilizada y aplicada: 

* El manual de biotecnologia más actual de Estados Unidos: 

Barnum S R (2005) Biotechnology. An Introduction. 2 nd ed., 
Thomson-Brooks/Cole Belmont 

* Et mejor manual de genómica, pero más bíen para expertos: 

Primrose S B, Twyman R M (2004) Genomfcs. Applications in Human 
Bíology. Blackwell Publishing, Malden 

* Emocionante y fundado, informa sobre el proyecto dei genoma humano: 
Davies K (2003) Oie 5 equenz. DerWettlauf um das menschtiche Genom. 
DTV, München 

* ila visión dei futuro sobre el genoma, en ínglés, pero es imprescindible leerto! 
Coltin F t Green E D, Guttmacher AE, Guyer MS ( 2003 ) A visíon for the future of 
genomics research. Nature 422: 835- 845 

* La obra estãndar para el laboratorio de proteínas; por fin se entíende 
qué se ha hecho siempre mal: 

Rehm H (2002) Der Experimentator. Proteinbiochemie/Proteomics, Spek- 
trum Akademischer Verlag, Heldelberg 

* introducción brevísima, didãcticamente bueno: 

WeberT P (2002) Schnellkurs Genforschung. DuMont, Kdln 

* El fascinante mundo de la genética humana bíen explicado: 

Cummings M R (2003) Human Heredity. Principies and íssues* 6th ed., 
Thomson-Brooks/Cole, Pacific Grove 

* De la genial creadora de los gráficos moleculares de este libro: 

Goodsell D 5 (2004) BEonanotechnology, Lessons from Nature. Wiley-Liss, 
Hoboken 

* Escrito por ei bioeticista mãs importante de Alemania: 

Reich ) (2003) Es wírd ein Mensch gemacht, Mogltehkeiten und Grenzen der 
Gentechnik. Rowohlt, Berlín 

* Compendio contra una industria biotecnológica orientada a obtener benefícios: 
Rifkin J (2000} Das biotechnfsche Zeitalter. DEe Gescháfte mit der 
Gentechnlk. Goldmann* München 


Ocho preguntas 
de autoevaluación 

1 . iQué enfermedad está en vías 
de convertirse en la número uno 

y como pueden ayudar los biosen- 
sores a identificaria y controlaria? 

2 . iQué sustanda química detecta 
una prueba dei embarazo? 
^Funciona inmedíatamente des- 
pués de haber fecundado el óvulo? 

3 . £Qué característica dei ONA 

y de sus fragmentos permite que 
se muevan en un gel a! cual se ha 
aplicado un campo eléctrico? 

4 . iQué dos posibílidades principa- 
les existen para multiplicar DNA? 

5 . zCuãntas copias de DNA se pue¬ 
den obtener en una hora con una 
de tas técnicas mencionadas en la 
pregunta cuatro cuando un ciclo 
dura tres minutos? 

6 . zQuéocurre con las moléculas 
de proteína enMALDI? 

7 . lEn qué se diferencia el método 
de "escopeta* dei proceso Contig 
en el proyecto de! genoma huma¬ 
no y cuãl produjo resultados 
fiables más rápidamente? 

iQué se oculta tras los conceptos 
genómica y proteómica? 


Enlaces de web 

• Curso de formación sobre la técnica de huellas dactílares de DMA: 
www.fbi.gov 

• Buena introducción al FISH en alemán: 

www. miszQÍok. de/Lect ures/ti^ Fis h/Fish_deutsch. h tm 

• Animación de la PCR: 
www.dnalc.org/shockwave/pcranwhoie.html 

• Sobre el proyecto dei genoma humano, HUGO: 
www.ornl.gov/sdAechresources/Human_Genome/home.shtmi 

• El proyecto alemán dei genoma humano: 
www. dhgp.de/deutsch/ 

• El National Human Ge nome Research Institute: 
www.genome.gov/ 

• Farmacogenómica: 

www. ornl.go v/saftechresources/Human_ Genome/medidne/pharma. shtmi 

• Análisís críticos sobre diagnóstico genético: www.genewatch.org 
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Créditos de las ilustraciones 


Abreviaturas de los d atos de origem 
AKD: Arthívo Bernt Karger-Decker 
DG: David GoodseU, The Scripps Institute La 
jolla 

FB: Francesto Ben nardo, Italla 
KS: Coleccion Kurt Stüber, BioLib 
RR: Reinhard Renneberg, el autor dei líbro, de 
quien proteden muchas de las Ètustradones, 
sõlo se menciona junto con otros propietarios 
de derechos de autor. 

UV: Reinhard Rermeberg y Archivo Bernt Kar¬ 
ger-Decker en: Rermeberg R (1990) Bio-Horí- 
zonte. Editorial Urania Lelpzig 

las ilustradores que no se mendonan proce- 
den dei archivo dei autor, de internei 0 de otras 
fuentes para tas que no se pudo averiguar 
quién era el propíetado de tos derechos de 
autor. 
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Capítulo 2 

2.1 hasta 24 ©The Nobel Foundation; 2.5 y 2.6 
DG; Cuadro 2.2 ©The Nobel Foundation y UV; 
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nologrsche Forschung Rraunschwélg; 3.13 DG; 
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Gruss P et al,; 338 y 3.39 ©The Nobel Founda¬ 
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según Dingermann T (1999) Gentechník, B10- 
technik. Wissenschaftliehe Verlagsgesellschafl 
mbH Stuttgart: 3.54 hasta 3,36 Gesellschaft für 
Biotechnologische Forschung Braunschweig 
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4.2 DG; 4.3©The NobelFoundation; 4.4Kyoto 
Encyclopedia of Genomes and Genes [KEGG); 

4.6 Wiley-Üss; 4.7 DG y RR; 4.8 DG; 4.9 DG y RR; 
Cuadro 4.1 KS; 4.10 DG y The Oncologist; 4.11 
DG y RR; 4.12 DG; 4.16 FB; 4,17 Kyoto Encyclo- 
pedia of Genomes and Genes (KEGG); Cuadro 

4.2 FB, RR y WACKER Fine Chemicals, Cartoon: 
thow Ming: 4.1B y 4*9 FB; 4.20 Saburo Fukui; 
4,21 modificado según Hopwood DA (1984) en: 
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Forschungszentrum jülich: 4,22 Kyowa Hakko 
Kogyo; 4,23 Alfred Pühler; 4.23 Catheríne Wan; 
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4.60 nach Aharonowitz Y y Cohen G (19S4) en: 
Gruss Pet al y FB [Estructura); Cuadro 4.13 Cari 
Djerassi; 4.61 FB; 4.62 Mayo Clinic, Rochester 
4,63 KS; David Ellis, North Adelaide 

Capítulo 5 
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Sociefy. [1900); 5.37 Celltech, Gran Bretana 
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6.1 ©The Nobel Foundation; 6,2 AKD; 6.3 KS; 
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Capítulo 7 

7.1 Stefanie Goldscheider, Biothemen, Karlsru- 
he; 7.3 Dettef Grassmeier, Spirulife; Cuadro 7.1 
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lia); 7.10 Imperial Chemical Industries 0C1); 
Cuadro 7,2 IO y Petrolchemisches Kombfnat 
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dro 7.4 TransGen, bloSicherheit. Monsanto 
Agrar, Manfred Bofinger; Cuadro 7.5 KS; 7.36 
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8.17 Woo-Suk Hwang; S.18 Larry Wadsworth y 
RR; Cuadro S.i Ralf Brlnster; Cuadro 8.2 DG, RR, 
GloFish,Yorktown Technologies; 8.23 Andrew 
Miller; 8.26 y 8,27 Norman McLean; 8.28 y 8.29 
Choy L.Hew; 8.31 Horst Blíithmann, Roche Cen- 
terfor Medicai Genomics; 8.32 Roslln Institute, 
Edinburgh; 8.35 biodidac, Ottawa; Cuadro 8.3 
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Cummíngs, San Francisco; 849 Chow Ming; 
8.50 y 8.31 KS 8.32 Alex Kwong; 8.53 Eckhard 
Wolf; 8.54 Jens Reich 

Capítulo 9 

9.3 DG, modificado según Dingermann T, 1999; 
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DG; 9.13 DG yThe Oncologist; 9.16 KS; 9.17 DG; 
Cuadro 9.4 Alex Matter (foto retrato), DG, FB; 
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Cultivos de Arabidopsis thaliana 198 
Cultivos de callos 181,183 
Cultivos haploides 180f 
Cultivos sumergidos 34, í 10 
Cumarina 228 

D 

Dactiloscopia 261 
Dahí 16 

Danio rerio 212,214 

Danos porheladas 198-200 

Dauntis plexippus 191 

Dedalera púrpura 183 

Defensa contra la infección 127-130,232f 

Degradación de la lactosa 86-89 

Delfina 205 

Delfinidina 193 
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Delvírdina 126 

Demanda bioquímica de oxigeno, ver DB05 
D epuración de vertidos 150-153, 156 
10-Desacetilbaeatina III234 
Desechos domésticos, energia de 15ó 
Desmodus rotundus 230 
Desmoteplasa 230 
Desoxírribosa 50 
Despertador ácido 16 

Desprendimiento de polen a ia atmósfera, 
maíz-Bt 192 

Destilacíón 13 
Detecdón, bactérias 71f 
Detergentes 37 
Diabetes óó, 73f, 254f 

Diagnóstico de implantacíón prenatal 
205,223f 

Diagnóstico dei câncer 269 
Diastasa 28 
Didesoxiinosína 126 
Difteria 131 
Digitalis purpurea 183 
Dígítoxina 184 
Digoxina 184 
Dihé 172 
Dinamita 162 
Dioscorea spp t 119 
Diosgenína 118-120,134 
Diseno de proteínas 145 
Display de fagos 64,143-145 
Dispositivo de goteo 152 
Distrofia muscular de Duehenne 246 
DNA50 
análisís 260-281 
chips 274,278,280f 
clonación 62-65 
DNAc 66,277 
eucariota 59 

hibridación 71,269,278 
historia 54f 
ligasa 30,62, 79 
marcadores 261 

microarrays (chips de DNAJ 278,280,283 
mitocondrial 57,22 1 ,262 
polimerasa 50f, 264f 
procariota 59 
replicación 50f 
secuenciación 268-279 
síntetizadores automáticos óó, 71,75 
sondas 71,75 
transcripdón 53,56,58 
virus 124 
D NA "junk” 59 
DNA eucariota 59 
DNA microsatélites 263, 274 


DNA mitocondrial 57,221,264 
DNA procariota 59 
DNAc óó, 277 
Dolly 216,218 221 
Dopaje 232,241 
Downstream Processing 1.14 
Doxorrubicina 111 

Drosophila melanogaster96, 100,273 
Dimaliella spp. 174 

E 

EcoRI 62-65 
Edulcorante dietético 41 
Edulcorantes 99,101 
Efecto Crabtree 12 
Efecto Pasteur 11 
EGF243 

Eheis guineensis 179f 

Electroforesis, ver Electroforesis en gel, Elec- 
troforesís capilar, PAGE 

Electroforesis capilar 2Ó7f 
Electroforesis en gel 2601,267-269 
Electroforesis en gel bidimensional 282 

Electroforesis en gel de poüacrílamida 
(PAGE) 28 lf 

Electroporación 80 
Elicitores 185 
EUSA 137,258 
Embolia 229f 
Embriogénesis 242f 
Embriones 

determinadón dei sexo 204 
ley de protecdón 223,228 
Emmental 14,21 
Endomycopsis spp. 7 
Endonudeasas de restricdón 62, 79 
Energia de activación 35 
Energia solar 11 
Enfermedad de Alzheimer 184 
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob 243 

Enfermedad de ía coagulación [hemofilia] 
232-234,246 

Enfermedad mano-pie-boca 138 
Enolasa 13 
Enternecedor 38 

Envenenamíento por plomo 19,108 
Enzima coaguladora 14,16,19, 32 
Enzima ínmoviiizada 40-46,255f 
Enzimas 25,27, 84-93, 159f, 187,254-256 
alostéricas 87 
animales 32 

aprovechamiento industrial 36-46 
centro activo 26,33,35 
cofactores 10,31 f 
constitutivas 87f 


descubrimiento 28í 
efecto de proxímidad 29 
en alimentos 42-44 
en médios de lavado 37 
en píensos animales 39,42-44 
enternecedor 38 
espedfiddad 26-29 
extracelulares 34, 107 
forma de ajuste índuddo 27,33 
inducíbles 87f 
inmovilizadas 40-46,255f 
microbianas 34 
nomenclatura 26,30 
obtención 32-34 

principio de la llave y la cerradura 
26, 33 

productos para curtidos 38 
reutilizadón 40f, 256 
solubles 44 
vegetales 32 

ver también Antícuerpos catalíticos 
Enzimas alostérlcas 87 
Enzimas pancreátícas 32, 37 

Enzyme-Linked ímmunoSorbent Assay ver 
EUSA 

Epidemias 128 
EPSP-sintasa 188 
Equilíbrio de fhijos 84 
Eremothecium ashbyii 98 
Eritromicina 111 
Eritropoyesís 224 
Eiwíniâ spp. 97,198 
Escarabajo de Ia patata 192 
Escarabajo delmaíz 190 

Escheríchtâ coliò , 8,46,55,58,62,65, 72, 
75-77,86,101,113,270 

Esderosis múltiple 231 
Escorbuto 96 

ESI [Etectrospray Ionization) 282 

Espedes de animales extinguidas y amenaza- 
das 205, 263,266 

Espectrometría de masas 282 

Espectrómetro de masas MALDI- 
TOF282 

Espídroína 168 
Espiramlcína 111 
Espirilos, Spinllum spp. 6,15 
Espirituosos 9,13 
Esporas 6 
Esquizomlcetos 15 

EST [ExpressedSequence Tagj 274, 277 

Estafííococos 15 

Estambres 180 

Estaurosporina 238 

Esteríiidad217 
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Esterilízadón 1101 
Esteroide 118 
Estigmasterol 113, 120 
Estreptococos 15 
Estreptomicina 115 
Estreptoquinasa 227 
Estreptotricina 115 
Etanol 11 f, 45 f, 1Ó0 
como combustible 156f, 161 
ver también Âlcohol 
Eucariotas 2, 8,53, 60 
expresión genética 58 
Exones 52,57,59 

Explotâción dei estiércol liquido 155f 
Expresión genética 58 
Extracdôn de petróleo 164f 
Extremos pegajosos Ó2 
Exxon Valdez 158 

F 

FAB.P 259 

Factor de coagnlacíón VIII232 234 

Factor de crecímiento de granulodtos y 
macrófagos 234 

Factor de crecimiento epidérmico [EGF} 
240,243 

Fagos, ver Bacteriófagos 
Farmacogenómíca 279f 
Fármacos 
eficacia 279f 
ver también Biofármacos 
Fecundadón artificial 204 
Feedback, ver Retroacoplamíento 
Felis caracal (caracal) 205 
Fenilalanina 53 t 93, 99 
Fenllamlnoplrimidinas 241 
Fermeniación 2, 9,1 if, 17!, 20-22,28 
fermentador, ver Bíorreactores 
Fermento 1 ó 
Ferroceno 255 

Fertilizatión ín vitro 218,223 
Festuca spp. 185 
Fibrina 228f 
Fibrínolíticos 228f, 232 

Fíbrosis quística (mucoviscidosisj 215, 
217, 284 

Ficina 32, 38 
FrSH 270f 
Fitasa y fitato 39, 44 
Fitohormonas 179,185 

Flavina adenina dinucleótido (FADJ 27, 
31,255 

Fomivirsen 126 
Fosfinotricina (PPT) 189 
Fosfcfructo quínasa 12 


Fosfogiicerato 
mutasa 13 
quinasa 13 

Fosfohexosa ísomerasa 12 
Fotosíntesis 11, 173 
Fradicina 115 
Fragmento Fab 129,142 
Fresas 180 
Fmllaria spp. 279 
Fructano (inulina} 194 
Fructosa 16 
Fuegos fátuos 153 
Fusarium sppi 7 
grãminareum 177 
venenatum 177 
Fusión de protoplastos 182f 

G 

P-Galactosidasa 72,87 
Gaiactósido-acetil-transferasa 87 
Gatos clonados 222 
Ganr malayo 205 
Gel entrapment 40 
Gemeios218 

Gene-Pharming 195, 197,209-211 
Genes 

desconexión, ver Ratones knock out r 
RNA de interferencia 

localizadón 270,278f 
producdón 65 f 
recombinadón óOf 
secuenciación 267 279 
Genes de mosaico 59 
Genes estructurales 58 
Genes supresores de tumores 239 
Genes y ratones knock out 2 14 
Gene-targeüng2\4 
Genética, historia 54f 
Gen-Food, ver Alimentos MG 
Genoma humano 52f, 273 f 
Genotipo 60 

GFP 193,197,207,212,214,217 
Gliceraldehfdo-3-fosfato deshidrogenasa 13 
Glicerina (glicerol) 162 
Glicólísís 10,12,94 
Glifosato 188 
G/iVec (GleevecJ 239-241 
GloFish 2 12 
Glucoamilasa 3ó 
Gluconobâcter oxydans 96f 
Glucosa 5,11,16 
degradación 10,12,94 
isomerización 42 
obtención 36 


Glucosa deshidrogenasa 254 
Glucosa isomerasa 40-43 
Glucosa oxidasa, ver GOD 
Glutamato 15,94,172 
producdón 93 
sintético 94f 

Glutamato deshidrogenasa 94 

Glutamato monosódico, ver Glutamato 

Glutamina 89f 

Glutamina sintetasa 89 f 

Glúten 36 

GOD 27, 30f, 254f 

Gonorrea 117 

Gota 177 

Granja de producdón genética 195,197, 
209-211 

Granjas de algas 174 
Granulodtomatosis 233 
Griseína 115 
Gríseofulvina 111 
Grupos prostéticos 27, 31 f 
Guanilato disódico 93 
Guanína 50 

Gulonolactona oxidasa 96 
H 

Habas de soja transgénicas 186,195 
Habitante equivalente 150, 156 
Haemophílus inftuenzae 272,275 
Hansenula spp. 15 

HCG [coriogonadotropina humana) 257f 
Hemiceiulosa 158 
Hemoblastos 238 
Hemofilia 232-234,246 
Hemoglobina 86 
Heparina 226 
Hepatitis 138 
Hepaütis B 231 
vacuna 79 
Hepatitis C 231 
Herbicidas 188 
resistências 188f, 192 
Herpes 125f 
Hexoqulnasa 12,27,30 
Hibridación 61 
DNA71 
somática 182f 

Hibridación fluorescente ín sim, ver F1SH 

Hibridación somática 182f 

Hidratos de carbono 11 

Hídratos de metano (“hielo de metano”) 153 

Hídrolasas 30 

Hidrólisis de un éster 142 

Hilos de araha 168 
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Hipotálamo 71 
Hirudina 78, 228f 
Hirudo medicinalis 228f 
Historias 5ó 

Homoserina deshidrogenasa 93 
Hongos 7 

degradador de la lignina 159 

ver también Levaduras, Moíios con espo^ 
rangio 

Hongos con micelio tabicado 2 
Hongos productores de esporas 5 
Hormona 

erítropoyetiTia 234 
esteroidea 113-120 

hormona dei crecimiento 144,208Í, 211- 
213,243f 

insulina 66,71,73-78, 254 
somatostatina 70-73 
Hormona dei crecimiento de cerdos 209 
Hormona dei crecimiento de la trucha 212 
Hormona dei crecimiento para bovinos 209 
Hormonas esteroideas 118-120 
Hospitalismo 117 

Huella dactilar genética 262f, 261-263 
Huperziay huperzinaA 184 

i 

Identificación de alimentos OMG 18óf, 

193,195 

Imatinibmesilato 240f 
indinavir 126 
Inducciún 87-89 
Induced fitll 
Infarto de miocardlo 228f 
pruebas 259f 
Infecdones vírícas 65 
Ingenierfa genética 61-80,185,198 
riesgos 74-76 
Ingenierfa tisular 215 
Inhíbídor de la coaguladón 228f 
Inhíbídor de la fusión 126 
Inhíbídor de la proteasa 126 
Inhíbídor de la transcriptasa 126 
Tnhibidor de proteína quínasa 240f 
Inhíbídor integrasa 126 
Inhibidores 26 
Inhibidores de enzimas 26 
Iniciador [prímer) 50, 75 
Inmortalidad 231 
Inmunización pasiva 131 
Inmunoglobulina 128f 
Inmunosupresivo 119 
Inm uno toxina 145, 237 
inosínato disódíco 93 
Insecucidas 189-193 


Insectos 189 

Inseminación artificial 204 

fnstalaciones depuradoras, ver Depuradón 
de vertidos 

Insulina 66-71,252 
de cerdo 73f 
humana 73f 
Insulina de cerdo 73f 
Interferón 60,127f, 233-235,233 
Interleuquina 119, 127,238 
Intolerância a la lactosa 208 
Intoxicaciones alimentarias 22 
Intrones 53, 57,59,263 
Inulioa (fructano) 194 
Invertasa 41 

Investigación dei lfquido amníético 268 

Iones de proteínas 282 

Islotes de Langerhans 67, 74 

Isoieucína 93 

Isomerasas 30 

Isomerizadón, glucosa 42 

Israel, fundación dei Estado 162 

i 

Jarabe de fructosa 41,40-43 

K 

Kanamicina, resis tenda 63 
Kefir14,16 
Kelp 172 

Klehsielía pneumoniae 113 
Konbu93 
Kumys 8,14,16 
Kwass 8 

L 

p-Lactamasas 117 
LactobadUus spp. 6, 8,12,16 
bulgaricus 14 
plantarum ló 
Lactoferrina210f 
Lactosa permeasa 87 
Laminaria 93,172 
Lamivudina 126 
Lates nüotícus 2 12f 
Leakage 40 

Leche agria (cuajada) 16 
Leucemia 232 
crônica mieloide 240f 
Leucemia de células vellosas 233,233 
Leucemia mieloide crônica (CML) 240f 
Leucina 57, 93 
Leuconostoc cremoris 14 


Levadura dei pan, ver Saccharomyces cere- 
vistae 

Levaduras 2,5, 7, 11 
haploides 61 
ínmovilizadas 45 
manipuladas genéticamente 77f 
Levaduras de alcarto 175 f 
Ley básica de biogenética 206 
Leyes de Mendel 54 
Liasas 30 
LíCQpodio 184 
Licores 9 

L i/e Çycle Assessmen tíLCA) 166 
Ligasas 30 

Lignina y degradación de la lignina 158f 
ügnocelulosa 158-160 
Limburger 14 
Lirnpieza de los suelos 153 
Lince africano 205 
Linfocítos 128, 130 
Linfocitos B 128, 144,235 
LmfocitosT 130 
Linfoma no Hodgkin 141, 146 
Linfoquina 127,130,236 
Unfilízación 114 
Lípasas 37 
Lisina 53, 94 
producdôn 91,93 
sintética 94 

Usozima 27-33, 35,128 

Lithospermum erythrorhizon 182f 

Lixivlaciôn microbiana dei cobre 1 Ó3f 

Lixivlaciôn microbiana dei urânio 164 

Lombriz de tierra 215 

Lubrícante rojo 14,21 

Luciferasa 193,212 

Luciferina 193, 212 

Lumbricus terrestris 218 

Lúpulo 4,8 

Luz UV 102 

M 

Macrocystís spp. 172 
Macrófagos 128 
Madera 154, 158f 
Madres de alquiler 204 
Maduración de la carne 38 
Maíz 

transgéníco 186,190-193 
ver también Maíz Bt 
Maíz Bt 190-193 
Maíz genético, ver Maíz Bt 
Major hístocompâtibiUty comptex (MHC) 130 
Mal ato 163 
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MALDI 280 
Malta 2, 4f, 36 
Malta remojada 4f 
Maltosa 1 6 

Mamut2Q5, 263, 266 
Manípulación genética 60, 69-80, 247 
Mantequilla 16 
Mantequilla de nata agria 14 
Mapa Contig 275 
Mapa metabólico 85 
Mapas dei genoma 
genéticos y físicos 274 
Mapeado de haplotipos 276,278 
Marcador tumoral 140 
Mariposa monarca 191 
Mariquita 188 
Mastitis 208 

Matéria prima de biomasa 160, 162! 

Matrix-âssisted laser-desorption ioniza tion 
(MALDI) 280 

Mediadores 255 

Medicamentos antivirales 126 

Medicina basada en la genética 277f, 279f 

Medida de grasas sanguíneas 260 

Medida de la glucosa 254-256 

Medida dei azúcar en sangre 27, 254 

Medida dei lactato 253 

Medio de lavado 37f P 91 

Meianoma 231 

Melaza 16, 108 

Metabolismo 1 1, 84-89 

Metabolismo celular 84-89 

Metano (biogás) 153456, 176 

Metanobacterias 152,154 

Metanol I75f 

MethylophÜust, 175! 

Metionina 72, 93 
producdón 93 

Método de la rafz capilar 263 
Método de rotura de la cadena 265f 

Métodos biológicos para combatir los pará- 
sltos 188 

Mícoprotefna 175478 
Mícrobacterium spp. 94 
Micrococcus spp. 17 
Microínyección 80 
Microinyectión de pronúdeo 207 
Microorganismos 
cultivo 107410,112f 
mutado 101403, 106 
Microorganismos mutados 101-103,106 
Microrreproducdón 179 
Microscopio 3 
Mícrotúbulos 234 


Mildiu dela patata 195 
Minería 164 
Miso 15 

Mitocondrias 57,85,155,221,264 
Mohos con esporangio 7,21 
Mohos con esporangio en forma de pincel 7 
ver tambíén Penicíilium spp. 

Mohos con esporangio en forma de regadera 7 
ver tambíén Aspergilius spp. 

Monascus purpureus 1 5 
Monelína 101 
Monocotiledóneas 185 

Mosca dei vinagre (A melanogaster) 96, 
100,273 

Mosquitos 192 
Mucorspp, 7,15 
Mucoviscídosís 215,249f, 277 
Muerte de los peces 150 
Multi- Color-Banding 270f 
Munumbicina 237 
Murciélago vampiro 229! 

Mus musculusl 08 
Mutacíón puntual 102 
ver tambíén SNP 
Mutágenos y mutaciones 60,102 

N 

NAD, NAD + , NADH 10,26,31 
Narciso 198 

Nardssus pseudonarrisstis 198 
Natto 15 

Neísseria gonorrhoeae 1 17 
Nelfinavir 12ó 
Neomidna 115 
Neopterina 134,138,260 
Nephilaspp. 168 
Neumococos 54 
Nícotiana tabacum 18 
Nieve artificial 200 
Nistatina 1 1 1 
Nocardia spp. 6 
mediterraneí 111 
Northern Blotüng267 
Nostocspp. 174 
Nucleína 54 

Nudeotide exdsion repaír 102 

O 

Obtendón de energia 154457 
Obtendón de la somatostatina 70-73 
Oncogenes 237 
Ophiostoma piUfemm 160 
Opina 185 

Ordenador de ciclos 257 


Orujo 9 
Ovários 181 

Ovejas transgénicas 209 
Qxidorreductasas 30 

P 

Face maker enzyme 87 

Paclitaxel 234f, 240f 

PAGE 28 If 

PAGE-SDS 28 lf 

Palmera oleífera 179,195 

Pan 16 

Pâncreas 66 

Papafna 32, 37f 

Papaya 37f 

Paperas 138 

Parálisis infantíi 137 

Paramecio 8,152 

Paramecium 8, 152 

Pasteurella multodda 131 

Pasteurizar 16,20 

Patatas transgénicas 194f 

PCR 51,75, 140,204,218,264f, 270 

Peces decorativos transgénicos 212 

Peces transgénicos 211-214 

Pectinasas y pectina 36 

Pediococcus 15,22 

Fegamento 3ó 

Pelagra 31 

Pelargonidina 193 

Penicilina 27, 33,104-107,111,115,117 
efecto 107 
resistência 63,65 
Femcilina acilasa 42 
PeniciMnasa 70 
Penicíilium spp. 21 
camemòerti 14,105 
caseicôhim 14 
chrysogenum7, 103,105f 
notatum 104,106 
roquefortiXA, 105 
Pepinos, acidíficación 16 
Pepsina 26,28, 32 
Péptido C 68 

Perca multicolor dei lago Victoria 212! 
Perfiles de expresíón genética 281 
Petróleo 157!, 176,164f 
Pez cebra 212,214 
Phanerochâete spp. 7,159 
PHB168,198 
Phytophtora infsstans 195 
Pichia saitoi 16 
Pienso para animales 
adíción de fosíatos 39,44 
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contenido en amínoáddos 91 
enzimas 39, 42-44 
ídentificacíón OMG 187 
Pigmentos vegetales 193 
Píldora anti conceptiva 119 
Píldoras 119 
Pirai delmafz 190,192 
Piruvato 10 
quinasa 13 

PLÁ (ácido polí láctico) 168 
Plantas 

clonación 179-181 
transgénícas 185-198 
Plantas curativas 184 
Plantas híbridas 179 
Plantas ornamentales 179f 
Plantas transgénícas 185, 196-198 
Píantibodies 197 
Píásmido 61-65, 79 
pBR322 64 
plásmidoTi 185 
pSClOl ypSC102 63 
Plásticos bíodegradables 165,168 
Piegado 243 

Pointof-Care^Tests [pruebas POC) 260 
Poiiacetato {PIA) 168 
Poligalacturonldasa í 93 
Políhidrtmbutirato (PHB) 168,198 

Polimorfismo de Ia longltud de fragmentos 
de restricción, ver RFLP 

Polio 137 

Pollos transgénicos 211 
Ponche 9 
Porphym spp. 172 
Postgenómlca 274 
PPT189 
Prebióticos 194 

Pí ecipitaciún con íosfato cálcico 80 
Prednisolona 118 
Preproínsulina 68 
Primates transgénicos 214 
Primer [iniciador] 50, 75 
Principio de la supemova 274 
Princípios activos vegetales 183f 
Probióticos 194 
Procalcitonina 258 
Procariotas 6,8 
expresión genética 58 
Procedímiento de clonación Contig 273 
Proceso de ensilado 17 
Proceso dei lodo activado 152f 
Producción de insulina 69, 71, 73-78 
medidas de seguridad 74-76 
Producción de metales 164 
Producción devacunas 134-136 


Productores de metano 153 
Productos bacterianos 15-18 
Productos de leche agria 14 
Productos dei metabolismo microbianos 114 
Progesterona 118 
Programa Proalcool 157,161 
Proinsulina 68, 76-78 
de ratas 69-71 
Prollna 53 
Promotor 58 

Propíoníbacteríum spp. 6,12, 98 
Proteasas 26 
Proteasas alcalinas 37 

Proteína activadora de catabolitos (GAP) 90 

Proteína de fluorescência verde [GFP] 193, 
197, 207,212,217 

Proteína de uníón de los ácidos grasos 
[FABP] 259 

Proteína represora 58f 
Proteína Src 24ÜÍ 
Proteína unicelular 176 
Proteínas 

anticongelantes 213 
de microorganismos 174-178 
Proteínas bacteríanas 174-176 
Proteínas MHC 130 
Protein -Engin eering 78 
Proteoma 279 
Proteómlca 279Í 
Proteus vulgaris 62 
Protooncogenes 239 
Protoplastos 181-183 
Proximíty effect29 

Proyecto dei genoma humano 224, 

272-278 

Proyecto Gobar 154 
Proyecto HapMap 276,278 
Prueba de Gallí-Maínini 257 

Prueba de la rana (prueba de Galli- 
Mainíni] 257 

Prueba de paternídad 266 
Prueba de Warburg 254 
óptica 31 

Prueba dei embarazo inmunológioa 257f 
Pruebas de orina 253, 255f 
Pruebas enzimáíicas 252 
Pseudomonas spp. 6,157 
dacunhae 101 
denitrificâns 98 
enterotoxina 237 
putida 88 
syringae 199 
Fulgones 215 
Pullulan 165 
Pullularia pullulans 165 


Pulque 15 
/W/ó 2 

Q 

Quark 16,19 
Gueso 14,18-22 
Guesos blandos 21 
Guesos duros 21 
Quimeras 2Góf 
Quimeras por fusión 206 
Quimeras por inyección 206 
Guimiopapafna 32, 38 
Quimioterapia 237 
Quinasas 238 
Quinina 184 
Quorn 177 

R 

Rabia 131,139 
Racémicos 94 

Radioímmunoassay ( RIA) 68,70 
Radioinmunoterapia 239 
Raiz de name 118-120,184 
Raístonia eutropha 168,198 
Rana con garras africana 65,219,255 
Rata Gunn 244 
Raticida 226 
Ratón gigante 208, 211 
Ratones 
knock-outl 14f 
transgénicos 208,210f 
Reacción de Diels-Alder 141f 
Reacción de Maillard 92 
Reacción de rechazo 215 

Reacción en cadena de la poltmerasa, ver 
PCR 

Reacción enzimátíca 35 

Reactores de enzima de membrana 44,46 

Reactores de pozo profundo 152 

Recombinaclón óQf 

Recuperaclón de producto 114 

Reducclón dei credmiento 241 

Regeneración dei cofactor 44,46 

Regia de Watson-Crlck 50 

Reglamento sobre nuevos alimentos 186 

Regias de Chargaff 50, 55 

Regulación dei metabolismo 85-89 

Reina de los prados 240 

Remolacha transgênica 195 

Renína (enzima coaguladora] 14,16, 

19, 32 

Replicación, DNA 50f 
Represlón 89 

Represión de catabolitos 90 
Reproducdón vegetativa 179 
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Reserplna 184 
Resistência a la insulina 252 
Resistências 117, 208, 213 
antibióticos ól, 63-65,107 
Respíración 10f 
Respuesta iximune 
celular I29f 
humoraí 127-129 
Restrictasas 62 

Retínitits por citomegalo vírus (CMV) 
194, 283 

Retroacoplamiento 8óf 
acumulatívQ 90 
Retro vírus 51,66, 124f 
ver también Vírus, VIH 
Rhizobium spp. 6 
Rhízopus spp, 15 
arrhizus 120 
nigricans 163 

Riboflavina (vitamina BJ 31 
Ribosa 50,53 
Ribosomas 58, 85 
Ribozima 26 
Rícino 145,, 237,239 
Rícínus communis 145, 239 
Rifampicína 11 1 
Rltnavir 126 
Rituxímab 145f,239 
RNA 26, 53,125 
de transferencia 59 
mensajero 53,56,58 f 
ribosómico 59 
traducdôn 56, 59 
RNA de interferência (RNAi) 249f 
RNA de transferencia (RNAt) 59 
RNA mensajero (RNAm) 53, 56,58f 
RNA polimerasa 51,53,58 
RNAi 249f 
RNAm 53,56,58f 
RNAr 59 
RNAt 59 
Ron 9 

Roquefort 14 
Rosa gaííica 178 
Rubeola 138 
RUBISCO 30, 173 
Rumiantes 153 

S 

Sacarina 99 
Sacarosa 16 

Saccharomyces spp. 22 
carlsbergensis 1 
cerwi$iae4 t 7,9,15f, 270 


kefir 14 
rouxii 15 

Saccharopotyspora erythrea 111 

Sake8,15,22 

Sal de deshielo 160 

Sal de salmuera 17 

Sal quitamanchas en^imátíca 37 

Salami 17 

Saichicha duradera 17 

Sales deí suero sanguíneo, amarüla 91 

Salix spp. 184, 240 

Salmón 213 

Salsa de soja 15,22 

Sangre dei cordón umbilical 245 

Sanguijuela 228f 

Saqulnavir 126 

Sarcoma 236 

SARS 124, 140,269 

Sauce 240 

Scenedesmus spp. 174 
SchizQsaccharomyces pombeB 
Screening 103,106 
Secadero 2 

Secuencíadón de escopeta 275 
Sensores microbianos 254f 
Sensores para vertidos 256, 257 
Seta amanita verde 53 
ShigeUâ spp. ól 
Shíkonina 183f 
Sida 

büsqueda de ia vacuna 132f, 139 
medicamentos 126 
pruebas 137,258f 
terapia 238,248 
ver también Virus, VXH 
Síempreviva de Madagascar í 84 
Sfndrome de Ciigter-Najar 246 
Sfndrome de Down 270 
Sfndrome dei restaurante chino 94 
Síntesls de los ácidos grasos 84 
Síntesis de proteínas 95 
Sfntesís de Reichstein 96f 
Sistema dei complemento 129 
Sistema inmune 128 
Sistemas multlenzimátíeos 84 
Sitosterol 118,120 
Snakevine 235 
SNP2Ó3Í 
Soja 118,120 
Sorbitol 96,100 
Sorbosa 96,100 
Sostenibilidad lóõf 
Southern Blorríng 26SÍ 
Spfrea ulmaria 240 


Spirulína spp. 172,174 
SpíidngS 6,60 
Staphyloeoccus spp , 6, 63 
Steady State 84 
Stícky ends 62 

STR [Short Tandem Repeat) 263 
Streptococcus sppi 6 
cremoríslA 
lactis 14 

mutans IQl, 197 
thermophilus 14 
Streptomyces spp. 6, 41 
erythreus 111 
vemzuelae 111 
vertiçillus 111 
Subtilisina 26,37f 
Sucedâneos de la carne 177 
Suero de la mantequilla 14,16 
Sulfato de cobre 164 
Superfícies de refugio 192 
Superovulación 204 
Supresor de tumores p53 238f 

T 

Tabaco 18 

Taq-polimerasa 2ô4f, 271 
Taumatina 101 
Taurotragus oryx 205 
Taxol 236f, 242f 
Taxomyces andreanae 236 
Taxus 

baccata 236 
brevtjblia 236,242f 
Taxusina 236 
Té 18 

Techutlaü 172 

Técnica anttsense 193f, 250,283 

Técnica delhibridoma 13ó 

Tejos 236f, 242 

Telomerasa 221,245 

Telómero 221 

Tempeh 15,178 

Tequila 15 

Terapia contra el câncer 140f, 145f, 184, 
236 243, 249 

Terapia dei suero sangnfneo 131 
Terapia géníca 246 249 
Térmitas 153,159 
Tétanos 137 
Tetracidlna 111 
resistência Ó3f 
Theobroma cacao 18 
Thermus aquaticus 34,51,264f, 271 
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Thiõbâcillttsferrooxidans y Th. thíooxt- 
dans 164 

TIfus 137,151 
Túapia spp. 213 
Tilosfna 111 
Timína 50 
Timo 129 

Tiras de prueba 25? 

Tirosina quinasas 240f 
Tofu 15 

Tolypodadium inflatum 111,117f 
Tomata, tomatata 182f 
Tomates transgénicos 193 
Torula kejfr 14 
Torulopsís spp. 7,15 
Toxina Bt 192 
Toxoide 137 

t-PA (activador dei plasminógeno tisular) 
209,228f, 232 

Traducción, RNA 56,59 
Tragelaphus euryceros205 
Transcripción, DNA 53, 56,58 
Transcriptasa inversa 51, 66, 125 
Transfección 79f 
Transferasas 30 

Transferencia embrionária 204!, 216, 223 
Transferencia genética 
biolfstica 185 

ver también Plantas transgénicas, Anima- 
les transgénicos, Clones 

Transferencia genética biolfstica 185 
Transferencia mediada por esperma 208 
Transferencia nuclear 21 ò, 219,224 
Transformación 54 

Transgénesis mediada por retrovirus 207 
Transpeptidización 73 
Transplante de órganos 215,217 
Treonina 73,94 
producción 93 

Trichoderma viride [ reesei ] 7,159 
Tríchogramma spp. 188 
Trichosporon cutaneum 7, 254 
Trigo 186 

Triosafosfato-isomerasa 12,30 
Tripsina2ó, 73 
Triptófano 93 
Trisomía-2l 270 
Trombolfücos 22óf, 230 
Tuberculosis 131 
Tulípanes 180 


U 

Undaria sppi 172 
Upstream Processing 114 
Uracilo 53 
Ureasa 26 
Uroquinasa 229 

V 

Vacuna de la viruela 131,134-137 
Vacuna tragada 137 
Vacunas 79,131 -140 
Vacunas vivas 139f 
Valnilla 18 
Valina 57, 94 
Vancomidna 111 
Vanilla pianifolis 18 
Variantes de insulina 78 
Vectores 64 
Vectores genéticos 64 
ver también Traducción 
Vibrio cholerae 150 
Vlbriones 15 
Vinagre 1 7 
Vinagre de vino 17 
Vinbiastina y vincristina 184,234 
Vino 8f, 19 
transgénico 195 
Vino de arroz (sake} 8,15,22 
Vino de pepsina 32 
Vinos espumosos 9 
Viruela 131 

Viruela vacuna 131,134 
Vírus 8,124-127 
adenovirus 125 
BNYW195 
HBV138 
íiepatitis B 257 

virus dei mosaico Abulilon 180 
Vinis de lapolio 128 
Vinis dei herpes 125 
busqued a de vacunas I32f, 139 
detección 25óf 
HTLV-1 236 
PERV215 
SIV132 
SV40 125 

VIH51,124-127,130 
virus de la gripe 125 
virus de la polio 125 


vírus de larubeola 125 
virus de la viruela 125,134f 
virus dei papUoma 125, 238 
virus AoíyiSQ 
virus SAR5 124 

Virus dei mosaico dei tabaco 51, 125 
ver también bacteriófagos 
virus de la rabia 125, 131 
virus de la viruela vacuna 134 
Virus RNA 124 
Vitamina 31 
A 198 

B 12 , producción 98f 
B 2 31 
bíodna 94 
C 31,98 

deficiência de 198 
K226 
niacína 31 

producción 96-98,100 
producción 98 
Vitis vinifera syívestris 19 
Vitravene (RJ 194 
Vodka 9 
Votvox spp. 174 
Vorücela 150 

W 

Warfarina 226 
Wasabí 15 

Western Blotting 269 
Whisky 9 

X 

Xantano 165 

Xanthomonas campestris 165 
Xenopus laevistS f 219 
Xenotransplante 215,217 
Xilosa isomerasa 42 
Xilulosa, ver Glucosa isomerasa 

Y 

Yogur 14,16 

Z 

Zidovudina 126 
Zymomonas mo bilis 15 
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m3 Colesterol 


Almidón y 
subunidades 
de glutosa 


Amilasa 


Triosafosfaío- Is o me rasa 


Insulina 


ATP sintasa 


Lísodma 


Fosfog lu cosa- is o m e rasa 


Ribonudeasa 


Tripsina 


^ X titocromo c T 
complejo bi 


Cítocromo c 


Interferón 


Otocromo oxidasa 


GliceraldehTdo-3-fòsfato 

deshfdrogenasa 


Hormona dei 
credmfento humana 


Pepsina 


Antlcuerpo 


Rodopsina 


Nltrogenasa 


FosfoJípasa 


Desoxírríbonucleasa 


Centro de reaedón 
fotosintêtko 


Gelo oxigena sa 


Trlptófano síntasa 


Compleío acumulador 
de luz 


Alcohoi deshidrogenasa 


Fotosistema I 


Corte panorâmico de 
una célula eueariota 
(véase p. 86) 


Rinovirus 


Glucosaoxidasa 





Fosfofructoquinasa 



Fosfoglicerato mutasa 



Ribuiosa-bisfosfato 

carboxítasa/oxrgénasa 

ÍRUBI 5 COJ 



Hemoglobina 







Top oí só me rasa 


Aldolasa 


Piruvatoquinasa 


G luta mi na síntetasa 


Aspa rtí l-RN At-s i ntetasa 


Miogiobina 


GlutaminíJ-RNA- 

sintetasa 


RNA polímeras-a 


RN Am 


Proteína de uníón 
aTATA/factorde 
transcripciôn ttB 


Proteína 
activadora de 
catabolltos 


fsoleurit-RKAt- 

sintetasa 


Tron 11 ■ R N At-s rntetasa 


DNA pülímerasa 


ValíIRNAt-sintetasa 


Re preso r Lac 


DNA ligasa 


Fenitalanil-R NAt-síntetasa 


Nucteosoma 


Ribosoma 


RN At 
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REINHARD RENNEBERG 

Biotecnologia para principiantes 


La biotecnologia es una ciência aplicada que utiliza organismos vivos y 
sus procesos bioquímicos con la finalidad de obtener, crear o modificar 
productos para usos específicos. Esta tecnologia ha crecido y evolucionado 
hasta tal punto durante los últimos afios que el número de profesionales 
que trabajan en las distintas áreas relacionadas directamente con ella 
es cada ve2 mayor. Este libro, dirigido a profesionales y a estudiantes dei 
âmbito de las Ciências de la Vida (Genética, Inmunología, Microbiología, 
Bioquímica, Agronomia, Ciência de los Alimentos, etc.), es una emocio¬ 
nante y colorida visión general de la biotecnologia. Por ello también es un 
manual útil y entretenido para aquellos lectores que, aun sin tener una 
sólida base científica, se sientan atraídos por esta interesante rama de la 
ciência. Aqui encontrarán los aspectos más importante sobre este tema. 

Biotecnologia para principiantes cubre todos los aspectos principales de 
la disciplina, desde la biotecnologia de alimentos, las enzimas, la ingeniería 
genética, los virus, los anticuerpos y vacunas, hasta la biotecnologia am¬ 
biental, los animales transgénicos, la biotecnologia analítica y el genoma 
humano. Pero, además, el autor plantea las oportunidades y los riesgos 
de determinadas tecnologias, que ilustra con referencias históricas, y des¬ 
taca los temas clave que es necesario tener en cuenta, Este estimulante 
libro es de fácil lectura y comprensión a pesar de la amplitud y compleji- 
dad de este campo. 
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